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RESUMO

SANTOS, J. C. Caracterizagdo estrutural dos complexos entre os receptores ativadores
da proliferacdo de peroxissomos (PPARS) dos tipos alfa e gama e seus agonistas. 2014.
131p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de Séo Carlos, Universidade de S&o
Paulo, S&o Carlos, 2014,

Os receptores ativadores da proliferagdo de peroxissomos (PPARs) sdo fatores de transcrigao
dependentes da ligacao de ligante e possuem um papel chave no controle do metabolismo dos
lipidios e da glicose. Existem trés isotipos desse receptor: PPARa, PPARJ e PPARYy. O PPARYy
¢ alvo molecular para os compostos TZDs, os quais s3o farmacos usados clinicamente no
controle da diabetes do tipo 2, aumentando a sensibilidade a insulina. Enquanto que os
fibratos sao os farmacos que atuam no PPARa e sdo utilizados para diminuir os niveis de
triglicerideos. A maioria dos pacientes que sofrem com a diabetes do tipo 2 apresentam
desordens no metabolismo de lipidios. Mesmo com a existéncia de farmacos capazes de
controlar estas desordens metabolicas, a busca de um agonista dual para os PPARa e PPARy ¢
um grande desafio no controle da sindrome metabolica, uma vez que este composto pode
combinar os dois efeitos terapéuticos em uma unica molécula. O GL479 é um agonista dual
que foi sintetizado com dois grupos farmacéforos, ligando-se tanto ao PPARa quanto ao
PPARYy. Dentro desse contexto, este estudo apresenta as bases estruturais de interacdo do
agonista dual GL479 aos PPARs por meio da determinagdo estrutural dos complexos PPARa-
LBD:GL479 e PPARy-LBD:GL479. A analise detalhada desses complexos revelou diferentes
modos de interagdo do ligante em cada receptor, porém em ambos os casos 0 GL479 interage
com a Tyr da H12. Na estrutura do PPARa-LBD, o ligante adquiriu a caracteristica de um
agonista total e no caso do PPARy-LBD, o GL479 adotou caracteristicas de um agonista
parcial dependente da interagdo com a H12. Além das analises do agonista dual, 16 compostos
foram identificados por docking como ligantes do PPARYy. Trés desses ligantes (8, 10 ¢ 15)
foram caracterizados por ThermoFluor e fluorescéncia de polarizacdo com valores de ICsy
menor que 10 pM. Adicionalmente, um dos compostos identificados no docking (16) foi co-
cristalizado com PPARy-LBD. A conformacao adotada pelo ligante ndo permitiu que ele
interagisse diretamente com a H12, sugerindo que este composto possa atuar como um
agonista parcial independente da H12. Todas estas descobertas podem ser exploradas no
desenho de novos moduladores dos PPARs com menores efeitos adversos ou até mesmo na
busca de agonistas duais PPARa/y, que combine os efeitos terapéuticos no tratamento da

diabetes do tipo 2 e da dislipidemia.



Palavras-chave: Receptores nucleares. PPARs. Agonista dual. Descobrimento de farmacos.

Diabetes tipo 2.



ABSTRACT

SANTOS, J. C. Structural characterization of the peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARs) types alpha and gamma complexes and its agonists. 2014. 131p. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o
Carlos, 2014.

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are ligand-dependent transcription
factors that control various functions in human organism and they play key roles in the
control of glucose and lipid metabolism. There are three different PPAR isotypes: PPARa,
PPARP e PPARy. PPARY is a molecular target of TZD agonists, which are clinically used
drugs in the control of type 2 diabetes by increasing insulin sensitivity. Whereas fibrates are
drugs that act on PPARa and are used to lower serum triglyceride levels. Most of these
patients who have type 2 diabetes also display lipid metabolism disorders. Even with the
existence of drugs that can control these metabolic disorders, the search of dual agonist for
PPARa and PPARYy is a major challenge in the control of metabolic syndrome, because this
compound could combine both therapeutic effects in a single molecule. GL479 is a dual
agonist that was synthesized based on a combination of two key pharmacophores, with the
ability to bind in the both PPARSs, a and y. Thus, this study reveals the structural basis for this
dual agonist GL479 by structural determination of the complexes PPARa-LBD:GL479 and
PPARy-LBD:GL479. The detailed analysis of these complexes showed different ligand
binding modes for each receptor, however, in both cases the GL479 interacted with the Tyr of
H12. In the PPARa-LBD structure the ligand acquired the features of full agonist and in the
case of PPARy-LBD, GL479 adopted features of a partial agonist dependent of H12
interaction. In addition to the dual agonist analysis, sixteen compounds were identified as
PPARYy ligand by docking. Three of these ligands were characterized by ThermoFluor and
fluorescence polarization, which resulted in ICsq values smaller than 10 uM. Additionally, one
of the compounds, identified by docking, was co-crystallized with PPARy. The ligand
conformation adopted did not allow it a direct interaction with the H12. These contacts were
mediated by one water molecule, suggesting this compound might also act as a partial agonist,
independent of H12 interaction. All these findings may be explored for the design of PPARS
novel modulators with lower side effects, as well, in the exploration of dual agonists PPARa/y

that combines the therapeutic effects in the treatment of type 2 diabetes and dyslipidemia.

Keywords: Nuclear receptors. PPARs. Dual agonist. Drug discovery. Type 2 diabetes.
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Distribuicdo mundial da diabetes entre os anos de 2000-2010. Os valores
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dos boxes inferiores indicam a percentagem do aumento de casos nesse
intervalo de tempo para cada continente. Na parte inferior da figura sao

demonstrados os valores globais dos casos de diabetes. .........cccccevvvieiierennenne

Organizacdo funcional e estrutural dos receptores nucleares. (A)
Representagdo intacta da estrutura do PPARY e seus dominios, incluindo o
DBD em lilas, a hinge em verde, o LBD em vermelho. A regido N-terminal
da estrutura esta omissa devido a sua alta mobilidade (PDB 3DZU). (B) As
cinco regides caracteristicas divididas em dominios, formam um receptor
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Desenho esquematico do LBD em dois diferentes estados conformacionais.
O esquema da esquerda representa 0 RXR na forma apo, com a H12 na
conformaco inativa. A direita temos 0 RAR ligado a um agonista, o qual
provocou uma mudanca da proteina para a conformacdo ativa. Em ambas as

estruturas, a H12 estd colorida €m azul. ...........ooovvomeoeee e,

Esquema para a dimerizacdo dos receptores nucleares e sequéncias de
ligacho ao DNA. Da esquerda para direita: receptores homodimeros
(palindromo repetido), heterodimeros do RXR (sequéncia hexanucleotidica
direta espacada) e receptor 6rfao monomérico. A seta indica a sequéncia
consenso de reconhecimento dos receptores nucleares (AGGTCA) ou uma
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Esquema da regulacdo molecular da transcri¢do positiva dos PPARs. Apos a
ativacdo pelo ligante, os PPARs heterodimerizam com o RXR. A
heterodimerizacéo € essencial para o recrutamento de coativadores, o qual
inicia o processo de transcrigdo recrutando toda a maquinaria transcricional,
incluindo a RNA polimerase e os coativadores da histona acetiltransferase.
Isso faz com que ocorra a remodelacdo da cromatina e, consequentemente, o
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Enovelamento e alinhamento do LBD dos PPARs. Na figura superior esta a
representacdo em tubos das 13 hélices-o que formam o enovelamento
caracteristico do LBD dos PPARs. Essa nomenclatura das estruturas
secundarias foi baseada na estrutura do RXR. Uma das diferencas mais
evidentes entre o enovelamento dos PPARs para os demais receptores
nucleares € a presenca de uma helice-a extra (H2’). Na parte inferior da
figura, esta presente o alinhamento dos trés isotipos e os residuos que
compdem as suas respectivas estruturas secundarias. As estrelas em
destaque mostram os residuos polares que formam as principais ligacdes de
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Figura 7-

Algumas fungdes metabolicas dos PPARs. O PPARa no figado tem a
funcdo de captagdo e oxida¢do dos acidos graxos; o PPARP diminui a
producdo de glicose; e o PPARy aumenta a lipogénese ¢ a sensibilidade a
insulina. No musculo esquelético, todos os PPARs participam na regulacédo
da oxidacdo e transporte de acidos graxos. No tecido adiposo, aumentam a
sensibilidade a insulina, termogénese e a diferenciagéo celular, participando
diretamente na prevencdo da obesidade. Todos os isotipos podem atuar na
diminuicdo de citocinas inflamatdrias inibindo a cascata do processo
inflamatério. Nas artérias, os PPARs tém participado no aumento do
colesterol HDL e na diminuigdo dos triglicerideos. Além disso, a ativacdo
do PPARP no coragdo aumenta fun¢do contratili e pode melhorar a
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Esquema dos componentes de um agonista tipico dos PPARs. A parte
superior indica 0s grupos quimicos necessarios para a formacdo de um
agonista dos PPARs. Esses agonistas sdo formados principalmente por trés
diferentes grupos: grupo carboxilico, um centro aromatico e uma cauda
lipofilica. Esses grupos sdo conectados por grupos quimicos chamados de
linkers. Os linkers atuam diretamente na afinidade e poténcia destes
agonistas. A estrutura quimica acima corresponde ao GL479 e suas partes

correspondentes a um agonista de PPAR. ..o

Estruturas quimicas dos ligantes selecionados pelo docking molecular. Ha&
uma alta diversidade estrutural de moléculas, que variam de muito
volumosas (11 e 14) a outras menos volumosas (2 e 3). Na maioria das
estruturas o grupo polar &cido carboxilico esta presente. No entanto, alguns

ligantes com o anel tetrazol foram selecionados (3, 8 € 16).........cccccvevveveireennnne

Representagdo esquematica do ensaio de ThermoFluor. Inicialmente temos a
formac&o do complexo proteina:ligante. A medida que ocorre 0 aumento da
temperatura a proteina é desnaturada, expondo seus sitios hidrofdbicos.
Nestes sitios ocorre a ligacdo da sonda SYPRO Orange, que é detectada
através da fluorescéncia emitida pela sonda. No gréafico sdo apresentadas
duas medidas diferentes em lilas a medida é referente a proteina nativa e em
laranja é referente ao complexo proteina ligante. Observa-se que a proteina
nativa apresenta Tm menor que a proteina complexada ao ligante. O
significado fisico-quimico deste experimento é que o ligante € capaz de

aumentar a estabilidade da proteina quando formado o complexo......................

Figura 14- Esquema do ensaio de fluorescéncia de polarizacdo. A figura acima mostra o

perfil competitivo do ensaio. Inicialmente o ligante fluorescente liga-se no
sitio ativo da proteina emitindo uma alta polarizacdo. Apés a adicdo do
ligante testado, ocorre uma competicdo pela ligagdo ao PPARY e, a medida

que o deslocamento do ligante fluorescente acontece a polarizagao diminui. ....
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Esquema para cristalizacdo de proteinas por difusdo em vapor. (A) O
diagrama de fases é dividido em quatro zonas. Zona estavel ou sollvel,
metaestavel, nucleacdo e precipitacdo. O eixo y representa a concentracdo
da proteina e 0 eixo X representa a concentracdo do agente precipitante.
Outros parametros de solubilidade podem também ser utilizados, tais como:
temperatura, pH, etc. A medida que a concentracdo do agente precipitante
aumenta, a solubilidade da proteina diminui. (B) Experimento de difuséo de
vapor com a gota sentada. Nesse método a gota fica sentada em uma
plataforma e a cristalizacdo ocorre apds a proteina atingir o equilibrio com a
solugéo do poco. (C) Na difusdo de vapor por gota pendurada, a gota fica
pendurada em uma laminula siliconizada. Apds atingir o equilibrio, os
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Gel de poliacrilamida 15% com diferentes passos da purificacdo em (A)
PPARa-LBD ¢ (B) PPARy-LBD. MM Marcador de massa molecular (66
kDa, 45 kDa, 36 kDa, 29 kDa, 20 kDa e 12 kDa). As bandas mais
abundantes entre 1 pelet, 2 sobrenadante e de 3-8 correspondem aos PPARs

em diferentes passos da purificacdo. Gel corado com Comassie Blue................

Cromatogramas de cromatografia por exclusdo molecular de (A) PPARa-
LBD ¢ (B) PPARY-LBD. Os picos de maior intensidade correspondente ao
volume inicial de 60 mL sdo os picos das proteinas. No gel, MM representa
0 marcador de massa molecular (66 kDa, 45 kDa, 36 kDa, 29 kDa, 20 kDa e
12 kDa). Em 1 e 2 fragdes coletadas da proteina pura. Gel de poliacrilamida

15% corado cOmM COMASSIE BIUE. .....eeeeeeeeeee e

Gel de poliacrilamida 15% da clivagem da cauda de histidina corado com
Comassie Blue (A) PPARa-LBD e (B) PPARy-LBD. MM Marcador de
peso molecular (66 kDa, 45 kDa, 36 kDa, 29 kDa, 20 kDa e 12 kDa); 1

Antes da clivagem e 2 Depois da Clivagem. ..........cccocevirininnienene e

Cristais e padrdo de difragdo da proteina PPARa-LBD complexada com o
GL479. (A) A gota superior representa 0s primeiros cristais em forma de
agulhas finas do complexo PPARa-LBD:GL479 utilizando a técnica da gota
sentada com Kits de cristalizacdo. Na gota inferior estdo os cristais utilizados
na difracdo por raios-X, estes cristais cresceram utilizando a técnica de
difusdo de vapor com a gota pendurada e foram otimizados a partir dos
primeiros cristais obtidos. A condicdo de cristalizacdo continha 27% PEG
20000, 100 mM Tris-HCI pH 7,0. (B) Padrdo de difragdo do complexo

PPAR0-LBD:GL479, com a resolu¢do méaxima obtida de 2,30 A......................

Estrutura do PPARa-LBD ligado ao GL479. O esquema representa uma
visdo geral do mondmero do PPARa-LBD:GL479. O ligante estd sendo
mostrado em ball e stick, envolto por uma superficie em amarelo. A H12

apresenta conformacdo ativa e foi colorida em lilas...........ccccovveveieieic i,

Cristais e padrdo de difragdo da proteina PPARy-LBD complexado com
GL479. (A) Cristais utilizados na difragdo por raios — X. Esses cristais
cresceram utilizando a técnica de difuséo de vapor com a gota pendurada. A
condicdo de cristalizacdo continha 1,1 M de citrato de sédio tribasico, 100
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mM Hepes pH 7,5. (B) Padrao de difragdo do complexo PPARy-
LBD:GL479, a resolucdo maxima obtida foi de 1,77 A, 79

Figura 22- Estrutura do PPARy-LBD complexado com GL479. Representacdo do
dimero na unidade assimétrica do PPARY:LBD com o GL479. As hélices
em ambas as cadeias estao representadas em azul, com excec¢do das H12 que
estdlo em lilds. O GL479 estd representado em ball e stick
predominantemente ciano, envolta por uma superficie também em ciano............ 80

Figura 23- Caracterizacdo do sitio ativo dos PPARs. O monomero do PPARa-LBD
(laranja) foi superposto ao monémero ativo do PPARy-LBD (azul-claro). As
esferas demonstram os trés bracos que compde o sitio ativo. O braco |
representa o braco polar do sitio e foi colorido em vermelho, o braco Il e 1l
foram coloridos em azul e verde, respectivamente e representa a parte apolar
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Figura 24- Caracterizacdo estrutural do GL479 no PPARa-LBD. (A) O omit map do
GL479 para o complexo em 2Fo-Fc, o contorno mostrado para o ligante é
de 1,0c. (B) Ligagdes de hidrogénio envolvidas na estabiliza¢do do ligante,
observe que o GL479 possui ha sua cabeca polar um grupo carboxilico que
faz interagdes com os residuos polares do brago I do LBP do PPARa. . Os
residuos que fazem estes contatos estdo em stick. Uma destas interacdes
envolve a Tyrd64 da H12 (lilds), essa interacdo resulta na estabilizacdo da
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(A) O omit map do GL479 para o complexo em 2Fo-Fc, o contorno
mostrado para o ligante € de 1,0c. (B) Ligagdes de hidrogénio envolvidas na
estabilizacdo do ligante, observe que o GL479 possui na sua cabeca polar
um grupo carboxilico que faz interacdes com os residuos polares do braco |
do LBP do PPARy. Os residuos que fazem estes contatos estdo em stick.
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configuracBes. O grupo carboxilico adota essencialmente a mesma
conformagdo em ambas as estruturas. No entanto, a cauda hidrofébica do
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Figura 28- Comparagdo estrutural entre os modelos do LBD dos PPARa ¢ PPARYy. (A)
Sobreposicdo do GL479 ligado a0 PPARa (laranja) ¢ PPARy (azul).
Somente os residuos que estdo envolvidos nas interacdes apolares sao
mostrados. A posi¢ao da Ala292 no PPARYy ¢ substituida por uma Thr273
no PPARa, este ultimo residuo apresenta uma cadeia lateral mais volumosa
(dots) que a Ala, impedindo que o anel pertencente a cauda hidrofobica do
ligante acomode-se para formar o complexo na mesma regido que a do
PPARy. (B) Em todas as estruturas complexadas com o PPARa-LBD, os
ligantes adotam uma conformacdo em forma de U no LBP. Essa
conformacdo também foi a ocupada para 0 GL479 (em ball e stick amarelo).
(C) A maioria dos agonistas do PPARy-LBD estdo na conformacgdo em
forma de U, porém alguns agonistas adotam a conformacéo na forma de S, o
GL479 esta na conformacao em S (ball e stick em ciano). ........cccoccevveveiiieieennnns 87
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Figura 30- Estabilizagdo induzida pela o GL479 em diferentes regides do PPARa e
PPARy. A largura das representagdes e a coloragdo sdo proporcionais a
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Capitulo 1

“The best way to have a good idea is to have lots of ideas.”
Linus Pauling

Prémio Nobel em Quimica (1954) e da Paz em 1962.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sindrome Metabdlica

O conceito inicial de sindrome metabdlica surgiu nas primeiras décadas do século XX
e, desde entdo, tem ganhando mais atencdo na comunidade médica e cientifica. Inicialmente, a
sindrome metabdlica estava associada a pacientes que apresentavam fatores de riscos
relacionados com a hipertensdo, hiperglicemia e gota. Passadas algumas décadas, o conceito
inicial evoluiu para pacientes que apresentam desordens metabolicas, as quais resultam no
aumento da prevaléncia da obesidade’. Geralmente, estas desordens metabélicas est&o
associadas a resisténcia a insulina, dislipidemia (elevados niveis de triglicerideos e baixas
taxas do colesterol HDL), hipertensdo e doencas na artéria coronéria®. O resultado de todas
essas alteraces por meio da sindrome metabdlica causa uma disfuncédo no endotélio, levando
a uma cascata de eventos inflamatérios. Todas estas mudangas tornam os pacientes com
sindrome metabdlica mais propicio a desenvolver o diabetes do tipo 2 e complicacGes
vasculares. As mudancas mais preocupantes sdo as associadas com as doencas da artéria
coronaria’.

A prevaléncia da sindrome metabdlica tem aumentado em todo o mundo. Entretanto,
estima-se que a ocorréncia é dependente do sexo, idade e etnia. Outros fatores como o estilo
de vida e a condicdo socioeconémica também influenciam na prevaléncia da sindrome
metabolica. Apesar de existir um conjunto de doencas associadas a sindrome metabdlica, a
resisténcia a insulina e o acimulo de tecido adiposo visceral continuam sendo os principais

componentes em pacientes portadores desta sindrome**,

1.2 Diabetes

Por um longo tempo, a diabetes foi considerada uma doenca com pouca importancia
para a saude mundial. Contudo, nos ultimos anos, essa doencga se posiciona como uma das
principais ameacas a saude humana no século XXI. Esse aumento explosivo de pessoas

diagnosticadas com diabetes vem ocorrendo ha aproximadamente duas décadas. Estudos
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epidemioldgicos indicaram que no ano 2000 a percentagem de pessoas com diabetes era de
apenas 2,8 % da populacdo. Entretanto, estima-se que esse valor aumentara com o passar dos
anos, chegando a 4,8 % de uma populacéo diabética em 2030°. A Figura 1 mostra a evolugao
da doenca entre 0s anos de 2000 e 2010°. Em nlmeros mais compreensivos, a populacio
diabética que em 2000 era de 171 milhdes, passara até 2030 a 366 milhdes. Os fatores que
mais tém contribuido para o aumento da populacdo com diabetes sdo as mudancas acentuadas

no ambiente, sedentarismo e estilo de vida®.

— 1.3

\ 2000 : 151 milhdes 33% /%

| 2010 : 221 milhes
’ Aumento: 46%

Figura 1- Distribuicdo mundial da diabetes entre os anos de 2000-2010. Os valores dos boxes superiores e do
meio representam o nimero de pessoas em milhdes com diabetes nos anos de 2000 e 2010,
respectivamente. Os valores dos boxes inferiores indicam a percentagem do aumento de casos
nesse intervalo de tempo para cada continente. Na parte inferior da figura sdo demonstrados os
valores globais dos casos de diabetes.

Fonte: Adaptada de Zimmet et al.’.

O diabetes € um disturbio metabdlico crénico caracterizado por niveis elevados de
glicose, devido a deficiéncia de insulina ou a resisténcia a insulina. Existem dois tipos
principais de diabetes: a diabetes do tipo 1 e a diabetes tipo 2. A diabetes do tipo 1,

previamente conhecida como diabetes insulino-dependente, tem sua ocorréncia caracterizada
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pela destruicdo auto-imune das células B do pancreas, a qual resulta em absoluta deficiéncia
do horménio insulina. Pessoas com diabetes do tipo 1 recorrem a insulina exdgena para a
sobrevivéncia, prevenindo o desenvolvimento da cetoacidose diabética. Sua frequéncia é
relativamente baixa em relacdo a diabetes do tipo 2, a qual responde por mais de 90% dos
casos mundiais de diabetes. Por sua vez, a diabetes do tipo 2, também conhecida por diabetes
ndo insulino-dependente, é caraterizada pela resisténcia a insulina e/ou secrecdo anormal da
insulina. Pessoas com a diabetes do tipo 2 geralmente sdo obesas e ndo dependem de insulina
exogena. A principio o tratamento é dietético, contudo os agentes hipoglicemiantes tornam-se

habitualmente necessario para o controle dos niveis de glicose no sangue’.

1.3 Obesidade

O excesso de peso € o sexto maior fator de risco que contribui para a carga global de
doencas em todo o mundo. Aproximadamente 1,1 bilhdo de adultos e 10% das criancas sao
consideradas acima do peso ou obesas. A obesidade € uma consequéncia direta de uma
alimentacdo inadequada rica em carboidratos simples e do progressivo aumento do estilo de
vida sedentario, o que leva a um acimulo excessivo de tecido adiposo. Por definicéo,
sobrepeso e obesidade sdo existentes quando o indice de massa corporal (IMC) sdo superiores
a 25 e 30 kg/m2, respectivamente®”.

Pessoas obesas geralmente tém sua expectativa de vida diminuida, pois para a maioria
dos casos essa doenca moérbida esta associada a diabetes do tipo 2, doencgas cardiovasculares e
varios tipos de cancer. A obesidade cronica desregula grande parte dos processos metabélicos,
0s quais incluem o metabolismo da insulina, dos &cidos graxos e lipidios, afetando
diretamente o controle da glicemia, pressao arterial e colesterol. Esse conjunto de fatores leva
a um ciclo interativo entre a obesidade, a diabetes do tipo 2 e a sindrome metabélica®”.

A relacéo entre diabetes e obesidade merece algumas ressalvas. Embora a maioria das
pessoas com diabetes sejam obesas ou acima do peso. O inverso fica limitado quando a
obesidade é do periférica e ndo visceral, o qual nem sempre apresenta um quadro diabético,
contrariando a obesidade visceral que estd associada com a resisténcia a insulina e a outras
doencas cardiovasculares'®.

Alguns estudos consideram a obesidade como um processo inflamatério crénico de

baixo grau. O figado e, em particular, o tecido adiposo sdo os locais onde ocorrem essas
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respostas inflamatérias. A obesidade leva a um aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatorias pelo tecido adiposo, figado e os macréfagos recrutados. Essas citocinas por sua
vez, inibem a sinalizacdo local e sistematica da insulina, levando a um quadro de resisténcia a
insulina. Nos ultimos anos, um grande nimero de estudos demonstrou que muitos membros
da superfamilia dos receptores nucleares participam de anormalidades associadas com 0s
processos que levam a obesidade, e consequentemente, a sindrome metabdlica e o diabetes do
tipo 2™,

Receptores Nucleares

Os receptores nucleares compreendem uma superfamilia estruturalmente conservada
de fatores de transcri¢do, que ativam a expressao de genes alvos em resposta a ligagdo de
moléculas sinalizadoras lipofilicas. Diversas moléculas possuem a capacidade de ativar essa
superfamilia, porém merecem destaque os hormodnios lipofilicos, acidos graxos e seus
metabolitos, 4cidos biliares, oxisterdis e algumas dezenas de ligantes sintéticos'>'*. O avango
das técnicas de genoma permitiu identificar 48 genes que codificam diferentes receptores
nucleares em humanos e 49 em ratos'’. Devido a sua ampla participagio no desenvolvimento
fisiologico e metabolico, estes receptores tém sido explorados constantemente desde a sua
descoberta como alvos terapéuticos para doengas como o cancer, inflamacdo, distarbios
enddécrinos e metabdlicos. Muitas das doengas cardiovasculares s3o atribuidas ao mau
funcionamento ou a presenga de mutacdes em alguns destes receptores nucleares. Essas
doengas sdo representadas principalmente pelo diabetes do tipo 2, dislipidemia e
aterosclerose'®.

De forma semelhante aos demais fatores de transcricdo, os receptores nucleares
exibem uma estrutura modular organizada em regides (Figura 2A). Um receptor nuclear tipico
apresenta cinco diferentes dominios: o N-terminal (NTD), dominio de ligagdo ao DNA (DBD-
DNA-Binding Domain), hinge, dominio de ligacao ao ligante (LBD-Ligand-Binding Domain)
e a regido C-terminal, (Figura 2B). O comprimento e a sequéncia de cada dominio variam
entre os diferentes tipos de receptores nucleares, sem que ocorra a perda da funcdo. Aliado a
essa variacdo estrutural, também ocorrem as alteracdes funcionais' '*.

O NTD ¢ o dominio mais variavel em tamanho e sequéncia. Dentre os receptores

nucleares, a classe dos esteroides representados principalmente pelos receptores de androgeno
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(AR), glicocorticoide (GR), mineralocorticoide (MR) e progesterona (PR) apresentam os
maiores NTD, variando entre 400-600 residuos de aminoacidos. Enquanto que os pertencentes
a classe nao esteroide, tais como, o receptor do acido retindico (RAR), receptor X retinoide
(RXR), receptor da vitamina D (VDR) e receptor do horménio tiroidiano (TR) sdo os que
apresentam os menores NTD. O VDR possui um dos menores NTD, com apenas 24 residuos
aminoécidos'”.

Na regido do NTD também se encontra a de fun¢do de transativagdo 1, denominada de
AF-1 (Activation Function 1), a qual é responsavel por promover a ativacao da transcri¢ao na
auséncia do ligante'’. Recentemente, a estrutura intacta dos receptores nucleares HNF-4 ¢

PPARYy foram resolvidas, mas infelizmente o NTD por ser altamente mével ndo aparece nas

20-21

estruturas cristalograficas

A

N-term C-term

Figura 2- Organizagio funcional e estrutural dos receptores nucleares. (A) Representagdo intacta da estrutura
do PPARY e seus dominios, incluindo o DBD em lilas, a hinge em verde, o LBD em vermelho. A
regido N-terminal da estrutura esta omissa devido a sua alta mobilidade (PDB 3DZU). (B) As cinco
regides caracteristicas divididas em dominios, formam um receptor nuclear tipico.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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O DBD consiste de aproximadamente 70 residuos aminoécidos, sendo o dominio mais
conservado entre os membros da superfamilia dos receptores nucleares e as suas interagdes
com o DNA tém sido bem caracterizadas'>**2. Estruturalmente, o DBD ¢é composto por dois
motivos de dedos de zinco (Zn-I e Zn-II), onde cada um ¢ coordenado por quatro residuos de
cisteina. O enovelamento do DBD ¢ formado por hélices-a que constitui o nicleo do DBD. E
na hélice-a do primeiro dedo de zinco que ocorrem as interagdes com sequéncias especificas
de DNA, chamadas de elementos responsivos. Os primeiros elementos responsivos dos
receptores nucleares foram caracterizados para o receptor de estrogeno (ER) e GR. O segundo
dedo de zinco tem a fun¢do de homo- ou heterodimerizagdo com o outro receptor nuclear™.
Analises estruturais t€m demonstrado que o DBD ¢ estruturalmente definido na presenga e na
auséncia do DNA, podendo ligar-se ao DNA para formar dimeros®*.

Os dominios DBD e LBD estdo conectados pela hinge, uma regido altamente flexivel
e pouco conservada que estd associada com a localizagdo do receptor nuclear™. Para muitos
receptores nucleares a singe contém sitios para eventos de modificagdes pos-traducionais, tais
como, fosforilacdo, acetilagdo, metilagio e sumoilacdo®®?’. A hinge também ¢ capaz de
promover a interagio do receptor com correpressores'’ e supostamente age como uma
dobradica, permitindo o movimento entre os dois médulos para a ligacio ao DNA®.

O LBD situa-se na por¢ao C-terminal da proteina e estd envolvido em diversas
fungdes reguladas pela ligacdo ao ligante, como a liberagdao do receptor do complexo de
proteinas de choque térmico (HSPs), translocacdo para o nutcleo, homodimerizagao,
heterodimerizacdo, ativagdo da transcricdo de genes alvo e sua associagdo com

29-31 £ s . .
31 E nesse dominio que agem os agonistas e antagonistas

correpressores' ' e coativadores
promovendo ou bloqueando a transcri¢do’. Ele possui a funcio de transativagdo 2, também
chamada de AF-2 (Activation Function 2), que ¢ a regidao onde ocorre a interacdo com
proteinas coreguladoras, os quais incluem os membros da familia do SRC-1, CREB, GRIP,
TRAP entre outras> ",

A determinacdo de diferentes estruturas cristalograficas do dominio LBD dos
receptores nucleares, na presenca e auséncia de ligantes, ajudou a revelar um mecanismo

35-36 . .
. Esse mecanismo ficou conhecido como

estrutural para essa superfamilia de receptores
modelo da ratoeira (mouse trap) e relata uma mudanga estrutural deste dominio em complexo
com um ligante (4olo) e na forma livre (apo). Em resumo, esse mecanismo envolve uma
mudanc¢a e conformacdo da H12, a hélice mais flexivel das 12 presentes no enovelamento
caracteristico do LBD dos receptores nucleares. Quando o receptor nuclear se encontra na

forma apo, a H12 adota uma conformacao estendida, afastando-se do LBD. Esta conformacgao
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¢ tipicamente chamada de conformagdo aberta e ¢ considerada a conformagdo inativa dos
receptores nucleares. Nas estruturas holo, a presenca do ligante estabiliza a H12 provocando
uma mudanga em sua conformacdo, trazendo-a na direcdo do bolso de ligacdo do ligante
(LBP). Esta conformagdo ¢ dita como conformacao fechada e representa o modelo ativo para

os receptores nucleares (Figura 3)*".

Figura 3- Desenho esquematico do LBD em dois diferentes estados conformacionais. O esquema da esquerda
representa o RXR na forma apo, com a H12 na conformagio inativa. A direita temos o RAR ligado
a um agonista, o qual provocou uma mudanga da proteina para a conformagdo ativa. Em ambas as
estruturas, a H12 esta colorida em azul.

Fonte: Elaborada pelo autor

Os receptores nucleares podem ser agrupados em trés classes de acordo com as suas
propriedades de dimerizacdo e sequéncias de ligacdo ao DNA (elementos responsivos)

(Figura 4). A primeira é caracterizada pela formacdo de homodimeros organizados como
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palindromos ou palindromos invertidos, nos quais incluem os receptores de esteroides
classicos como 0 ER, MR, AR, GR e PR. Esses receptores sdo especificamente ativados por
ligantes de alta afinidade. Com excecdo do receptor ER, todos os demais receptores esteroides
em sua forma apo sdo geralmente encontrados no citoplasma, formando um complexo com
uma HSP. A ligacdo do ligante a essa classe de receptores induz a uma mudanga
conformacional no receptor, o qual resulta na dissociacdo do complexo citoplasmatico e,
consequentemente, o transporte para o nucleo, onde o receptor pode ligar-se aos elementos

responsivos e ativar a transcricdo de genes alvos (Figura 5)%.

Homodimero Heterodimero Mondémero
GR GR
= >n— | s

Figura 4- Esquema para a dimerizagdo dos receptores nucleares e sequéncias de ligagdo ao DNA. Da
esquerda para direita: receptores homodimeros (palindromo repetido), heterodimeros do RXR
(sequéncia hexanucleotidica direta espagada) e receptor 6rfio monomérico. A seta indica a
sequéncia consenso de reconhecimento dos receptores nucleares (AGGTCA) ou uma variante.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A segunda classe dos receptores é caracterizada pela ligacdo a elementos responsivos,
a qual é constituida de duas sequéncias hexanucleotidicas diretas, espacadas por 1-5 pares de
bases com formacdo imprescindivel de heterodimeros com o RXR. Neste grupo incluem os
receptores enddcrinos como o TR, VDR, RAR, RXR, que sdo ativados por ligantes
hormonais, e 0s PPAR, ativados por metabélicos lipofilicos?®. A terceira classe é representada
pelos receptores 6rfaos, para 0s quais ainda ndo foi identificado o seu ligante natural. Essa
classe pode apresentar a forma monomérica e se ligar a sequéncias hexanucleotidica ou a

forma dimerica interagindo com elementos compostos que os compdem?*°.
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Os PPARSs e seu mecanismo de ac¢éo

Os PPARs sao membros de uma subfamilia dos receptores nucleares e atuam como
fatores de transcri¢do ativados por ligantes. Dentre os ligantes ja identificados, destacam-se os
acidos graxos e seus metabodlitos. No entanto, para que ocorra a ativacdo dos PPARs ¢
necessario a heterodimerizagdo com o seu parceiro RXR™. Essa heterodimerizagio ¢
essencial para o recrutamento de cofatores, os quais podem iniciar o processo de transcri¢ao
ao recrutar coativadores ou suprimir este processo ao recrutar correpressores” .

Quando o PPAR nio esté ligado ao ligante, ele forma um complexo com uma proteina
correpressora que inibe a transcricdo dos genes alvo. Apods o ligante atravessar a membrana
plasmatica pelo auxilio de uma proteina transportadora de acidos graxos (FABP), o ligante
liga-se ao PPAR provocando uma mudanca estrutural que libera proteinas correpressoras,
como a histona desacetilase (HDAC). Essa mudanga estrutural os torna aptos para a
heterodimerizagdo com o RXR™.

Em seguida, a RNA polimerase Il e as proteinas coativadoras, como a histona
acetiltransferase (HAT), sdo ativadas e formam novos complexos que reconhecem
especificamente a sequéncia dos elementos responsivos aos PPARs (PPREs). Um PPRE
consiste de duas repeticoes diretas de seis nucleotideos separadas por um ou dois
nucleotideos, sendo conhecidos como DR-1 e DR-2, respectivamente®. Esta interagio entre o
ligante, RXR, PPAR e coativador, promove a remodelagem da cromatina e,

PN . 44-4
consequentemente, aumenta a transcricio dos genes alvos (Figura 5)**.
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Figura 5- Esquema da regulagdo molecular da transcri¢do positiva dos PPARs. Apds a ativacdo pelo ligante,
os PPARs heterodimerizam com o RXR. A heterodimerizagdo ¢ essencial para o recrutamento de
coativadores, o qual inicia o processo de transcri¢do recrutando toda a maquinaria transcricional,
incluindo a RNA polimerase e os coativadores da histona acetiltransferase. Isso faz com que ocorra
a remodelacdo da cromatina e, consequentemente, o aumento da transcrig¢o.

Fonte: Adaptada de Glass e Ogawa®'.

Os PPARs tém sido classificados como sendo pertencentes a uma subfamilia de
receptores nucleares que incluem os RARs e os TRs. A familia de PPARs consiste de trés
isotipos codificados por trés diferentes genes: PPARa (NR1C1), PPARB (NR1C2) e PPARy
(NR1C3)*. O LBD dos PPARs possui uma estrutura globular com 13 hélices-a e quatro fitas-
B. A nomenclatura dos elementos da estrutura secundaria ¢ baseada na estrutura
cristalografica do RXRa-LBD. Algumas caracteristicas extras sdo observadas no LBD dos
PPARs em rela¢do aos demais receptores nucleares. Uma dessas diferencas ¢ que os PPARs
possuem em suas estruturas uma hélice-o extra entre a primeira fita-f e a H3. Também ¢
observado que as hélices H10 e H11 sdo de fato uma hélice continua (Figura 6)*'.

Apesar de ndo ser o dominio mais conservado nos PPARs, o LBD possui uma
similaridade de 68% de identidade entre os trés isotipos. Na regido polar do bolsdo de ligacao
do ligante (LBP), os residuos que formam ligacdes de hidrogénio com a cabeca polar dos

agonistas dos PPARs sdo bem conservados (Figura 6)*.
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Figura 6- Enovelamento e alinhamento do LBD dos PPARs. Na figura superior esta a representacdo em tubos

das 13 hélices-o. que formam o enovelamento caracteristico do LBD dos PPARs. Essa
nomenclatura das estruturas secundarias foi baseada na estrutura do RXR. Uma das diferencas mais
evidentes entre o enovelamento dos PPARs para os demais receptores nucleares ¢ a presenca de
uma hélice-a extra (H2’). Na parte inferior da figura, esta presente o alinhamento dos trés isotipos e
os residuos que compdem as suas respectivas estruturas secundarias. As estrelas em destaque

mostram os residuos polares que formam as principais ligagdes de hidrogénio com os ligantes no
LBP dos PPARs.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A nomenclatura para os PPARs se baseou no fato de compostos conhecidos como
fibratos induzirem a proliferacdo dos peroxissomos em células de roedores. Atualmente, sabe-
se que nenhum membro da familia dos PPARs em células humanas consegue induzir a
proliferagdo de peroxissomos. Porém, mesmo incorreto, 0 nome para este receptor vem sendo
tradicionalmente mantido®. A ativacdo dos PPARs melhoram vérios aspectos da sindrome
metabodlica através de efeitos especificos em tecidos e células. Algumas das principais fungoes

para estes receptores estdo descritas na Figura 7.
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Figura 7- Algumas fung¢des metabdlicas dos PPARs. O PPARa no figado tem a funcdo de captacdo e
oxidagdo dos acidos graxos; o PPARP diminui a producdo de glicose; ¢ o PPARy aumenta a
lipogénese ¢ a sensibilidade a insulina. No musculo esquelético, todos os PPARs participam na
regulacdo da oxidagdo e transporte de acidos graxos. No tecido adiposo, aumentam a sensibilidade
a insulina, termogénese e a diferencia¢do celular, participando diretamente na prevengdo da
obesidade. Todos os isotipos podem atuar na diminuicdo de citocinas inflamatoérias inibindo a
cascata do processo inflamatorio. Nas artérias, os PPARs tém participado no aumento do colesterol
HDL e na diminui¢ao dos triglicerideos. Além disso, a ativacdo do PPARP no coragdo aumenta
fun¢do contratil e pode melhorar a cardiomiopatia.

Fonte: Adaptada de Barish ez al.’

1.5.1 PPARa

O gene que codifica o PPARa foi inicialmente clonado em 1990 a partir do cDNA do
figado de um rato’®. Em humanos, o PPARa ¢ encontrado em tecidos com altas taxas de

atividades metabolicas. Este receptor € expresso predominantemente no figado, mas também
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pode facilmente ser encontrado no tecido adiposo marrom, musculo esquelético e coragdao. O
PPAR« tem um papel fundamental na regulagdo da B-oxidagdo’'. A nivel mitocondrial este
receptor regula tanto a P-oxidagdo quanto o transporte dos acidos graxos para dentro da
mitocondria. Em adicdo, a ativacdo do PPARa estimula a absor¢cdo de acidos graxos pelo
aumento da expressdo da FABP e da translocase de acido graxo (FAT). Além destes processos,
o PPARa regula a expressdo das apolipoproteinas apoA-I e apoA-II, que controlam o
transporte reverso do colesterol®.

O PPARa ¢ alvo molecular dos fibratos, uma classe de farmacos hipolipidémicos
usados no tratamento da dislipidemia em humanos. A ativacdo do PPARa pela administracao
de fibratos diminui os niveis de triglicerideos, além de aumentar o colesterol HDL através do
metabolismo dos 4cidos graxos™. Estudos clinicos tém demonstrado que os fibratos reduzem
a incidéncia de possiveis eventos cardiovasculares e aterosclerose®. Contudo, a ativagdo do
PPARa ndo ocorre apenas pelos ligantes exdgenos.

Os ligantes endogenos, que sdo os ligantes naturais deste receptor, também sao
capazes de ativar o PPARa. Neste caso, os principais sdo os acidos graxos insaturados,
eicosanoides, o mediador inflamatorio leucotrieno B4, acidos hidroxieicosatetranoicos,
carbaprostaciclina e as prostaglandinas D1 e D2. Acredita-se que a ativacao do receptor por
ligante enddgeno ocorre principalmente durante os periodos de jejum, onde ha uma grande
quantidade de acidos graxos livres no plasma sanguineo. O consumo alimentar de acidos
graxos especificos também pode ser uma alternativa de ativagio do PPARa™* ™.

Apesar do PPARa possuir um papel primordial no metabolismo de lipidios, o mesmo
se mostrou importante em alguns processos inflamatorios. Entretanto, a sua participagdo na
expressao de genes inflamatorios ainda ndo estd totalmente compreendida. Diversos
mecanismos sdo propostos e acredita- se que alguns deles envolvam a interagao direta com os
fatores de transcricdo NF-«kB e API, alteracdes no receptor de citocinas ativadas por
macr6fagos e a sinalizagio do fator de crescimento™. Outros estudos reforcam essa proposta,
entretanto consideram um mecanismo no qual o PPARa inibe a expressdo de algumas
moléculas inflamatérias em células vasculares do endotélio, tais como a IL-6 e a
ciclooxigenase-2, bem como o aumento da expressdo da oxido nitrico sintase endotelial
(eNOS)*. Contudo, estes resultados sugerem que ligantes para este receptor possam atuar

como moduladores anti-inflamatérios na parede do endotélio vascular’>**°.
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1.5.2 PPARS

O PPARP também ¢ conhecido como PPARS ou PPARP/S e foi originalmente clonado
por Wahli e colaboradores em odcitos de Xenopus laevis®’. A expressdo ocorre em tecidos e
células com alta atividade metabdlica como o figado, intestino, pele e tecido adiposo. Porém,
pode também ser encontrado em baixos niveis em outros tecidos**. Por um longo tempo desde
sua clonagem, a aten¢ao dada ao PPARP foi bem menor quando comparada aos demais
isotipos dos PPARs. Isso ocorreu principalmente devido a sua expressdo ubiqua e a
indisponibilidade de ligantes seletivos capazes de ativa-lo. Recentemente, grandes avancos
tém sido feito em estudos genéticos e com agonistas/antagonistas sintéticos desenvolvidos
seletivamente para o PPARP. Essas novas descobertas tém levado a um aumento de projetos

de pesquisa que envolvam este receptor®®.

A habilidade do PPARB em aumentar o colesterol HDL, o catabolismo dos &cidos
graxos no masculo esquelético e o metabolismo da glicose sdo as fungbes mais bem
estabelecidas para este receptor®®. Porém, o maior interesse neste receptor esta voltado para o
seu papel em diferentes tipos de cancer. Os mecanismos moleculares que poderiam explicar a
atuacdo do PPARP em células cancerigenas ainda permanecem controversos. Por exemplo,
quando ativado por determinados agonistas, 0 PPAR[ aumenta a proliferacdo de linhagens de
células cancerigenas no figado, mama e prdéstata. Por outro lado, outros agonistas do PPARf
induziram a diferenciacdo terminal e inibiram a inflamacdo inata, sugerindo um efeito
anticancer. Em adicdo a esses estudos, o PPARp parece estd mais intimamente interligado
com certos tipos de cancer, pois quando seus niveis de expressdo estdo baixos em pacientes

com cancer colorretal a expectativa de vida desses pacientes também é diminuida®.

Como um alvo molecular para atuagido de farmacos, o PPARP ¢ o unico entre os trés
isotipos que ndo apresenta um farmaco em uso clinico. Entretanto, como o controle de
diversos processos metabolicos estdo sendo atribuidos ao PPAR, incluindo o metabolismo de
lipidios, aterosclerose, metabolismo da glicose e sensibilidade a insulina, este receptor tornar-
se um potencial candidato a alvo molecular para o desenvolvimento de novos farmacos para a

sindrome metabélica®®.
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1.5.3 PPARy

Outro membro da superfamilia dos receptores nucleares ¢ o PPARYy. A expressao deste
receptor ocorre em niveis elevados no tecido adiposo, monocitos e colon, e em niveis mais
baixos nos demais tecidos®. A primeira descri¢do para este receptor ocorreu em Xenopus ¢
logo apo6s, em diversas espécies de mamiferos, incluindo o humano. A clonagem foi realizada
baseada na similaridade com o PPAR0®. Em humanos sdo descritas trés isoformas de PPARY,
sendo elas o PPARy1l, PPARy2 e PPARy3. Estas isoformas diferem apenas nos primeiros
exons. Uma das principais diferengas ocorre no PPARY2, onde ha a presengca de 30
aminodacidos a mais no seu dominio N-terminal. O PPARY1 pode ser traduzido do seu proprio
mRNA ou da iniciacdo da traducdo do mRNA para o codon 31°'. A expressio das diferentes
isoformas do PPARY ¢ tecido dependente. A isoforma PPARy1 ¢ expressa abundantemente
nos tecidos adiposos, figado e no coragdo. Porém, no tecido esquelético muscular a sua
expressao ¢ detectada em baixos niveis. O PPARY2 ¢ restrito ao tecido adiposo € o PPARY3 ¢
abundante em macréfagos, intestino grosso e tecido adiposo™®.

Dentre os receptores nucleares, o PPARy foi o primeiro a ter seus fatores de
transcricdo reconhecidos, atuando fundamentalmente no metabolismo humano. O PPARYy
também foi o primeiro receptor nuclear a ter a sua estrutura cristalografica determinada na
forma intacta (Figura 2)*°. Por controlar a expressio de diferentes genes, diversas fungdes
fisiologicas sdo relacionadas com o PPARy. Das muitas fungdes atribuidas a este receptor,
algumas estdo bem caracterizadas e merecem destaque: o controle do metabolismo da
glicose®, a regulacio da diferenciagdo de adipécitos® e a regulagio da resposta inflamatéria

A x| 64-65
tém sido algumas destas fungdes

. Em todos os casos, a resposta ocorre somente na
presenca de ligantes.

A resisténcia a insulina tem um papel central no desenvolvimento da diabetes do tipo 2
e estd associada a fatores genéticos, idade, obesidade e principalmente a um estilo de vida
sedentario®. O PPARYy participa do controle da expressio de diversos genes que afetam a ago
da insulina, levando a resisténcia a insulina. Um destes genes ¢ o do TNF-q, uma citocina pro-
inflamatéria que € expressa pelos adipocitos e que participa deste processo diminuindo a
traducdo da sinalizag¢do da insulina. Estudos in vivo demostraram que os agonistas do PPARy
aumentam a sensibilidade a insulina por um efeito oposto ao do TNF-a em adipécitos**. Outra

proteina que pode ser regulada por agonistas do PPARY € a proteina transportadora de glicose

4 (GLUT4). A GLUT4 ¢ uma das proteinas que atuam na captacao da glicose e o seu mau
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funcionamento pode levar a um quadro de resisténcia a insulina. Alguns agonistas do PPARY,
tais como a rosiglitazona podem aumentar a expressdo desta proteina em células de
adipdcitos, facilitando o mecanismo de captacao da glicose. Por outro lado, a resistina, uma
molécula secretada pelos adipocitos que tem como uma das suas fungdes elevar o nivel de
glicose sanguinea, demostrou ser inibida pela agio das tiazolidinedionas (TZDs)".

O tecido adiposo esta no centro da sindrome metabodlica e tem um papel primordial no
controle do balanco energético do corpo e da homeostase lipidica®’. Apesar de muitas
proteinas participarem desse processo, esta claro que o PPARy ¢ o regulador primordial da
adipogénese, controlando a diferenciagdo celular de pré-adipocitos em adipdcitos®™.
Recentemente, em um estudo realizado com ratos com obesidade induzida por uma dieta
hiperlipidica, foi observado que esse ganho de peso ocorre quando a proteina quinase CdkS5 ¢
ativada no tecido adiposo. No entanto, para que ocorra essa ativagdo € necessario a
fosforilagdo da Ser273 do PPARy. A modificagdo da Ser273 ndo altera as propriedades
adipogénicas do PPARYy, mas conduz a desregulacdo de uma grande quantidade de genes cuja
expressdo também estd alterada em pacientes obesos™ "’

A regulacdo da resposta inflamatéria via PPARy pode ocorrer por diferentes
mecanismos moleculares. Em um destes mecanismos, a ligagdo da 15-de6xi-PGJ, ao PPARy
promove a expressdo de genes que regula positivamente a diferenciagdo ¢ ativagdo de
macrofagos, que sao células chave na defesa contra microrganismos e participam diretamente
da resposta inflamatéria. A ligacdo da 15-deoxi-PGJ, ao PPARy também foi capaz de inibir a
sintese da enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS). Essa enzima demonstra efeitos
citotoxicos durante a invasdo de microrganismos e sua produgdo ¢ regulada pela ativagao dos
macréfagos em resposta ao interferon-gama®. Outro mecanismo proposto para resposta
inflamatoria dependente do PPARy sugere a inibicdo da expressdo de citocinas
inflamatérias®®. Esses achados tém indicado fortemente o PPARy como alvo molecular para

.. ;. ~ s g 1-72
os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES)"' 72,
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1.5.4 Moduladores Terapéuticos dos PPARs

1.5.4.1 Fibratos

Como mencionado anteriormente, os fibratos sdo farmacos que atuam no PPARa
reduzindo os niveis de triglicerideos concomitantemente ao aumento do HDL. A sintese dos
primeiros fibratos ocorreu no inicio da década de 50 e alguns anos apds, estes farmacos ja
estavam sendo destinados para o uso clinico. Dos mais de 80 fibratos sintetizados na época, o
mais efetivo e com o minimo de efeitos toxicos foi o Etil-a-4-clorofenoxiisobutirato, mais
conhecido como clofibrato (Figura 8)"

Ensaios in vivo realizados com o clofibrato mostraram uma diminuicdo no nivel de
lipidios. No entanto, o modo de acgdo deste farmaco era desconhecido na época. Inicialmente,
o efeito hipolipidémico foi atribuido as variacdes periddicas na funcdo adrenal e tireoide.
Apesar de aprovado nos EUA em 1967 como um farmaco para o tratamento de
hiperlipidemias, o clofibrato teve seu mecanismo de ag¢do identificado aproximadamente 30

anos depois, com a descoberta do PPARa’

M}&@ *X@

Bezafibrato Clofibrato
Fenofibrato Gemfibrozil

Figura 8- Estruturas quimicas dos agonistas do PPARa utilizados clinicamente.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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O bezafibrato, gemfibrozil e fenofibrato estdo entre os fibratos utilizados clinicamente
no tratamento de dislipidemias via ativacdo do PPARa (Figura 8). De forma semelhante ao
clofibrato, estes farmacos produzem uma redugao significante de triglicerideos e um modesto
aumento nos niveis do colesterol HDL. Em adicao a isto, a ativacdo do PPARa tem produzido
um aumento na sensibilizag@o a insulina e tolerancia a glicose em pacientes com diabetes do
tipo 2’*. Os fibratos sdo bem tolerados pela maioria dos pacientes, porém alguns efeitos
adversos foram relatados e, em sua maioria, de natureza gastrointestinal leve e transitoria.
Outros efeitos adversos incluem ansiedade, dor de cabega, vertigem, distarbio do sono,
erupcao cutdnea e urticaria. Devido o seu metabolismo e excre¢do ser por meio da via renal,

os fibratos ndo sdo recomendados para pacientes que possuem problemas renais’”.
1.5.4.2 Tiazolidinedionas (TZDs)

Os farmacos de agdo para o PPARy sdo os TZDs, também chamadas de glitazonas
(Figura 9). Esses farmacos aumentam a sensibilidade insulinica e sdo utilizados clinicamente
para o tratamento da diabetes do tipo 2, a qual estd associada com diversas sindromes
metabolicas que incluem a obesidade, hipertensdo e dislipidemia®’®”’. A sensibilizagdo
insulinica por meio dos TZDs pode ocorrer por varios mecanismos. Em um deles, acredita-se

que os TZDs ativam o PPARy estimulando a diferenciacio de adipécitos e apoptose’®’™.
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Figura 9- Estruturas quimicas dos TZDs do PPARY.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os principais TZDs sdo representados pela troglitazona, retirada do mercado por
provocar hepatotoxicidade; a rosiglitazona, que tem seu uso restrito devido o grande risco de
morte por eventos cardiovasculares; ¢ a pioglitazona, atualmente o unico TZD de uso clinico
sem restricoes (Figura 9). Mesmo com o seu uso liberado, muitos efeitos adversos sao
atribuidos ao uso continuo da pioglitazona, como o aumento da incidéncia de fraturas dsseas
distais, reten¢do de fluidos e ganho de peso’’. Devido & magnitude dos efeitos colaterais
atribuidos aos TZDs, a busca de novos farmacos para o PPARy ainda se faz necessaria.

Os TZDs apresentam bons resultados na manutengao do controle glicémico em longo
prazo, em comparacdo com os outros hipoglicemiantes consagrados, como a metformina ¢ a
sulfonilureias. Tais resultados justificam os TZDs como uma das op¢des terapéuticas mais
utilizadas no tratamento do diabetes do tipo 2. Opcionalmente, esta classe de farmacos
também tem sido utilizada no tratamento de patologias que se torna prevalente a resisténcia a
insulina, como a sindrome dos ovarios policisticos e intolerancia a glicose. No caso da

intolerdncia a glicose, o uso continuo dos TZDs pode retardar ou até mesmo evitar o

surgimento da diabetes do tipo 2.

1.5.4.3 Agonista dual PPAR-LBDa/y

Os agonistas dual PPAR-LBDa/y também conhecidos como glitazars, sdo compostos
que geralmente combinam em uma Unica molécula caracteristicas estruturais dos farmacos
TZDs e fibratos, sendo capazes de ativar tanto o PPARa quanto o PPARYSO. Essa busca
iniciou com a descoberta do KRP-297 (MK-767) (Figura 10). Esse composto foi o primeiro
agonista dual PPARa/y descrito na literatura. A sua estrutura quimica tinha como principal
grupo farmacoférico o nlcleo TZD. Os ensaios de transativacdo com o KRP-297 demostrou
uma maior poténcia para o PPARy 0,8 uM em relagdo ao PPARa 1,0 uM. Apesar de bem
tolerado nos ensaios clinicos de fase | e I, o desenvolvimento do KRP-297 foi suspenso

durante os ensaios clinicos de fase I11 por causa de seus efeitos toxicoldgicos®.

O insucesso do KRP-297 como agonista dual PPARo/y ndo foi um limitagdo para
novas tentativas da busca do tdo desejado glitazar para uso clinico. Um intenso esfor¢o ainda
continua sendo realizado na busca de farmacos capazes de ativar sinergicamente o PPARa e o

PPARY**® uma vez que o desenvolvimento de um farmaco com estas caracteristicas oferece
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uma opgao terapéutica valiosa no controle dos niveis de glicose e lipidios, minimizando os

efeitos colaterais do uso de dois farmacos.

Diversos agonistas duais PPARa/y tém sido sintetizado e testados clinicamente.
Porém, devido seus acentuados efeitos colaterais, a maioria destes glitazars tiveram seus
ensaios clinicos suspensos. Entre esses estdo o muraglitazar e tesaglitazar (Figura 10),
glitazars altamente promissores que foram retirados dos testes clinicos de fase 11l devido ao
aumento na incidéncia de casos de insuficiéncia cardiaca e a diminuicdo da taxa de filtracdo
glomerular, respectivamente®®. Recentemente, a empresa farmacéutica Roche anunciou a
suspensdo dos ensaios clinicos de fase III do agonista dual PPARa/y aleglitazar85 (Figura 10).
Os principais efeitos colaterais associados a estes farmacos foram fraturas 0sseas,

insuficiéncia cardiaca e hemorragia gastrointestinal®®.

KRP 297 - (MK 767) aleglitazar ¢

tesaglitazar muraglitazar

Figura 10- Estruturas quimicas de alguns agonistas duais do PPARa/y.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A insercdo de um farmaco que aumente a sensibilidade a insulina e
concomitantemente previna as complicacBes cardiovasculares de pacientes diabéticos,
continua sendo o estado da arte na busca de moduladores dos PPARs. Portanto, aqui €
apresentada a base estrutural do GL479 ligado ao LBD do PPARa e PPARy. O GL479 tem



49

uma maior poténcia para o PPARa do que para o PPARy (PPARa ECso = 0.6 uM, PPARYy
EC50 =14 HM)

Este composto também influencia na expressdo génica da CPT1A, uma enzima
presente no figado que esta envolvida no metabolismo de lipidios®’. Para compreender a base
estrutural do agonista dual GL479 e ter um maior entendimento sobre seu modo de ligacdo em
cada receptor, 0 GL479 foi co-cristalizado com PPARa-LBD e PPARy-LBD, e suas estruturas
foram determinadas. A anélise dessas estruturas revelou um novo modo de ligagdo
correlacionado com a atividade transcricional. Adicionalmente, estes achados oferecem pistas
para projetos que explorem novos moduladores dos PPARS e suas questdes metabdlicas,

minimizando os efeitos colaterais causados pelo uso de um ou mais farmacos.
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Capitulo 2

“We've discovered the secret of life”.
Francis Crick

Prémio Nobel em Medicina em 1962
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

O numero de mortes atribuidas as doencas metabdlicas tem nos ultimos anos
aumentado mundialmente. Nesse panorama, a diabetes tipo 2 e a dislipidemia merecem um
destaque especial devido as suas altas taxas de mortalidade e morbidade. Os receptores
nucleares PPARa ¢ PPARy tém sido importantes alvos farmacoldgicos para agonistas, pois
sdo capazes de atuar como hipolipidémico e sensibilizadores de insulina, respectivamente. Os
atuais farmacos que atuam nestes receptores estdo vinculados a diversos efeitos colaterais, que
consequentemente levaram a suspensdo para uso clinico dos farmacos rosiglitazona e
troglitazona.

Mesmo com a existéncia de alguns farmacos em uso clinico para estas fisiopatologias,
0 grande numero de pessoas afetadas e os efeitos colaterais associados aos fibratos e aos
TZDs motivam a descoberta de novos farmacos para os PPARs que possam ser utilizados na
terapia destas doencas, mas com o minimo de efeitos colaterais. Duas classes de farmacos que
possuem uma grande representatividade nesse aspecto sdo os glitazars ou agonistas duais
PPARa/y e os SPPARYMs.

Os glitazars continuam sendo um desafio na busca de farmacos que combinem a
ativacdo do PPARa e do PPARY, complementando uma agdo sinérgica no metabolismo de
lipidios e na sensibilidade a insulina, com uma possivel reducdo dos efeitos colaterais
atribuidos ao ndo uso de uma monoterapia.

Outra estratégia que tem sido empregada pela industria farmacéutica é a busca de
moduladores seletivos dos PPARs, em especial para o PPARy (SPPARyM). Esses
moduladores tém o potencial de induzir os efeitos favoraveis do metabolismo da glicose com
uma diminuig&o dos efeitos colaterais, como exemplo o ganho de peso.

Neste contexto, o objetivo desta tese foi identificar e caracterizar novos agonistas dos
PPARs. Para isso foi empregada uma abordagem em biologia estrutural e quimica medicinal
na identificacdo e caracterizagdo destes compostos. Os objetivos fundamentais dessa tese

incluem:

+ Expressar e purificar em larga escala os dominios LBDs dos isotipos PPARa-
LBD e PPARy-LBD. O objetivo dessa etapa foi expressar as proteinas

utilizando a técnica de DNA recombinante e produzi-las em grandes
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quantidades por meio da bactéria E. coli. Também foi empregada a bioquimica
de proteinas para purifica-las por cromatografia de afinidade e por exclusdo

molecular;

Elucidar a base estrutural do agonista dual PPARa/y GL479, um agonista que
combina dois grupos farmacofdricos diferentes. O objetivo aqui foi desvendar
as bases estruturais do modo de ligacdo deste agonista. Ha poucos relatos de
sucesso dos glitazars clinicamente. Portanto, determinar novas estruturas de
agonistas duais do PPARo/y poderd revelar alguma particularidade que ajude

no desenvolvimento desta classe de farmacos;

Descobrir novos moduladores seletivos do PPARy. A descoberta de
moduladores seletivos do PPARy é de grande valia para a indUstria
farmacéutica, em grande parte, devido a pandemia provocada pela diabetes do
tipo 2. Por isso, identificar compostos seletivos e com baixos efeitos colaterais
continua sendo um objetivo em qualquer projeto que envolva a descoberta de
moduladores dos PPARs. Portanto, essa etapa do projeto teve o objetivo de
identificar compostos baseados na estrutura tridimensional da proteina.
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Capitulo 3

“In science, we must be interested in things, not in persons.”

Marie Curie

Prémio Nobel em Fisica em 1903
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3 METODOLOGIA

3.1 Expressao dos dominios LBDs das proteinas PPARa e PPARY

O DNA correspondente a regido codificadora dos dominios de ligagdo ao ligante
(LBD) do hPPARa (aa 195 - 468) e hPPARy (193 - 475) foram clonados no vetor de
expressdo pET 28a(+) (Novagen) e expressos em células de Escherichia coli BL21 (DE3)
contendo em sua por¢ao N-terminal uma cauda composta por 6 residuos de histidinas.
Inicialmente, essas células cresceram em mini-culturas (10 mL) por 15 h a 37 °C em meio
Luria-Bertani (LB) (10 g triptona, 5,0 g extrato de levedura e 10g NaCl para cada litro de
meio de cultura) contendo 50 pg/mL canamicina. Em seguida, estas mini-culturas foram
transferidas para 1 L de meio LB onde cresceram a 37 °C sob agitacdo de 190 rpm até atingir
uma densidade 6tica medida a 600 nm (D.O.¢p0nm) entre 0,7-1,0.

As culturas foram induzidas com 1 mM de isopropil-f-D-1-tiogalactopiranosideo
(IPTG) por 16h a 18 °C. As células provenientes das culturas foram sedimentadas por
centrifugacdo a 4300 xg por 45 minutos a 8 °C e ressuspensas no tampao A (10 mM imidazol,
20 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM de NaCl, 5% glicerol ¢ 1 mM DTT). Apos a ressuspensao
das células, 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e 0,1 mg/mL de lisozima foram
adicionados a cada extrato e, incubado por 1 hora para prevencdo da acdo de proteases e
ocorréncia da lise enzimatica, respectivamente. Para garantir que a parede celular fosse
rompida por completo, apos a acdo da lisozima, os extratos foram sonicados com pulsos de 30
s por 5 ciclos com intervalos de 30 s em banho de gelo. Em seguida a fragdo soluvel foi

isolada por centrifugacao a 35000 xg durante 60 min.

3.2 Purificagédo por cromatografia de afinidade

Ap0s a expressdo, os PPARs encontram-se presentes em grande quantidade no extrato
celular. Todavia, para té-los na forma pura é necessario separd-los das demais proteinas
celulares contidas no extrato. Para isso, foram utilizadas duas técnicas cromatograficas. No

primeiro passo, o método de escolha foi a purificacdo por cromatografia de afinidade. Na
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cromatografia por afinidade, a cauda de histidina presente na por¢cdo N-terminal dos PPARs
proveniente do vetor pET28a (+) confere uma afinidade pelos metais (Ni*" e Co®").

Devido a essa afinidade da proteina pelo metal, ambos os PPARs foram purificados
utilizando uma coluna de alto desempenho de 5 mL HiTrap™ (GE Healthcare) pré-
equilibrada com o tampao A (10 mM imidazol, 20 mM Tris-HCI1 pH 7,5, 50 mM de NaCl, 5%
glicerol ¢ 1| mM DTT). As amostras foram injetadas na coluna, seguida de uma extensiva
lavagem com o tampao A. As proteinas foram eluidas da coluna de afinidade por meio de um

gradiente crescente de 10-500 mM de imidazol.

3.3 Cromatografia por exclusédo de tamanho

Para garantir uma melhor qualidade da purificacdo e separar possiveis estados
oligoméricos, a cromatografia por exclusdo molecular foi adicionada ao processo de
purificacdo proteica. Este tipo de cromatografia ¢ também conhecido como gel filtragdo e ¢é
utilizada para separar proteinas com base no seu tamanho. A coluna utilizada na cromatografia
por exclusdo de tamanho foi uma Superdex 75 16/60 (GE Healthcare) que foi diretamente
acoplada a um cromatdgrafo do tipo AKTA Purifier (Amersham Bioscience).

Em resumo, a coluna foi previamente equilibrada com 3 volumes de coluna (VC) do
tampao B (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM DTT, 150 mM NacCl e 5% glicerol) para o PPARa
e igual VC do tampao C (20 mM Tris pH 7,5, 1 mM DTT, 100 mM NacCl e 5% glicerol) para
PPARY. Apos a ser coluna equilibrada com seus respectivos tampdes, amostras de 3 mL foram
injetadas no sistema montado, empregando um fluxo continuo de 1 mL/min. Todas as elui¢des
foram realizadas com 2 VC do tampao B no caso do PPARa e tampao C para o PPARy. Em
ambas as corridas, a temperatura da coluna foi mantida por banho térmico a 8 °C. Os célculos
da massa molecular dos picos obtidos a 280 nm foram realizados de acordo com uma curva de
calibracdo previamente elaborada, injetando-se na coluna proteinas de massas moleculares

conhecidas e disponiveis no manual do fabricante (Sigma-Aldrich).
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3.4 Clivagem da Cauda de Histidina

A cauda de histidina, proveniente do vetor pET-28a(+), foi removida utilizando a
serino-protease trombina de fonte bovina (Sigma-Aldrich). A trombina reconhece a sequéncia
consenso formada por LVPRGS e cliva a ligagdo peptidica entre os residuos R e G. Para a
clivagem total da cauda de histidina foram adicionadas 8 unidades de trombina por miligrama
de proteina pura e incubadas por 12 horas a 10 °C. A perda dessa cauda causa uma diminui¢ao
de, aproximadamente, 1.8 kDa (17 aminoacidos) no produto final.

As amostras de todos os processos de purificacdo e clivagem da cauda de histidina
foram monitoradas através de SDS-PAGE e coradas em Coomasie Blue (0,25% de Coomassie
briliant blue, 90% de etanol absoluto e 10% de acido acético glacial). Os resultados da

purificagao do PPARy-LBD serao descritos somente no capitulo 4 desta tese.

3.5 Obtencéo dos ligantes

Inicialmente, este projeto tinha como objetivo investigar a classe dos compostos
flavonoides como agonistas dos PPARs. Porém, ensaios de viabilidade celular demonstraram
que a maioria destes compostos ativam os PPARs em concentragfes que provocam a morte
celular (dados ndo demonstrados). Devido a essa toxicidade, os proximos ligantes a serem
testados foram selecionados de forma racional e seletiva. Como o laboratério de
Biotecnologia Molecular (IFSC-USP) ndo tem experiéncia em sintese organica medicinal
foram mantidas colaboracGes com pesquisadores que trabalham no planejamento e sintese de
novos moduladores dos PPARs. Para uma melhor compreensdo, estas moléculas serdo

agrupadas em dois diferentes topicos e seus resultados descritos em diferentes capitulos.

3.5.1 Derivados sintéticos do acido clofibrico

Em colaboragdo com a pesquisadora Rosa Amoroso do Departamento de Farmécia da

Universidade degli Studi G. d’Annunzio - Itélia, alguns agonistas duais do PPARa/y foram
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cedidos para os ensaios de cristalizagdo.

Os glitazars tém sido extensivamente estudados pela industria farmacéutica nos
ultimos anos, pois combinam dois efeitos terap&uticos em um Unico composto. No caso do
glitazar estudado neste projeto, a sintese foi realizada pelo grupo da pesquisadora Amoroso.
Este ligante combinou dois grupos farmacoforos, o primeiro ¢ formado pelo esqueleto do
acido clofibrico, o metabolito ativo do farmaco clofibrato, e o segundo ¢ um grupo lipofilico
derivado do produto natural estilbeno. O grupo lipofilico do estilbeno foi escolhido devido as
suas ja conhecidas propriedades antioxidantes, antilipidémica e antiplaquetéria®’.

O composto selecionado para os ensaios de cristalizagdo possui uma estrutura quimica
compativel com a estrutura geral dos agonistas dos PPARs. Para facilitar a descri¢do, o
composto agonista dual serd denominado como GL479 (Figura 11). O GL479 inclui um grupo
carboxilico em uma de suas extremidades, seguido de um anel aromdtico e uma cauda
lipofilica, sendo conectados por linkers. A natureza destes grupos afetam diretamente a

poténcia e a seletividade em cada isotipo®.

Cauda linkers Centro linkers Grupo
lipofilica aromatico carboxilico

J \
\ |
Derivado do Esqueleto do
estilbeno acido clofibrico

Figura 11- Esquema dos componentes de um agonista tipico dos PPARs. A parte superior indica os grupos
quimicos necessarios para a formacdo de um agonista dos PPARs. Esses agonistas sdo formados
principalmente por trés diferentes grupos: grupo carboxilico, um centro aromatico e uma cauda
lipofilica. Esses grupos sdo conectados por grupos quimicos chamados de linkers. Os linkers atuam
diretamente na afinidade e poténcia destes agonistas. A estrutura quimica acima corresponde ao
GLA479 e suas partes correspondentes a um agonista de PPAR.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.5.2 ldentificagdo de ligantes por docking molecular

Nos ultimos anos, diversas estratégias tém sido utilizadas para identificar moduladores
do receptor PPARy. Uma estratégia que ¢ bastante utilizada pela industria farmacéutica na
busca destes novos moduladores é baseada na estrutura tridimensional do receptor. Talvez a
técnica mais utilizada no descobrimento de farmacos que utilize a estrutura 3D do receptor

seja 0 docking molecular.

Dessa maneira, 0 interesse na busca e caracterizacdo de compostos que poderiam
ativar os PPARs, gerou uma colaboragdo com o professor Dr. Alessandro Silva Nascimento.
O grupo do professor Alessandro ficou responsavel pela identificacdo destas novas moléculas.
De forma simplificada, os ligantes foram identificados por docking molecular usando o
programa UCSF DOCK 3.5.54. A busca foi feita utilizando um subset na base de ligantes
ZINC, que contém mais de 21 milhdes de compostos disponiveis comercialmente que podem
ser utilizados no descobrimento de farmacos, baseado em docking molecular®®. Todos os
ligantes foram docados no LBP do PPARy-LBD (PDB 1FM6). As cargas foram atribuidas

para 0s atomos da proteina usando o campo de forca AMBER.

Os 16 compostos mais promissores preditos por docking foram adquiridos de
diferentes empresas comerciais e estdo listados na Tabela 1, com seus respectivos codigos
para aquisicdo e codigos ZINC. As estruturas quimicas dos compostos estdo demonstradas na
Figura 12.
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Tabela 1- Lista dos compostos selecionados ap6s os resultados do docking molecular.

#

Cddigo ZINC

Fornecedor

Cadigo do catalogo

MolPort ID

1

2

10

11

12

13

14

15

16

ZINC31775965

ZINC19854786

ZINC8496937

ZINC34889845

ZINC21779134

ZINC13130278

ZINC2051983

ZINC1249958

ZINC77008

ZINC13573267

ZINC27571849

ZINC9245770

ZINC8416224

ZINC12381030

ZINC980559

ZINC4999768

Vitas-M Laboratory, Ltd

Specs
ChemBridge Corp.
ENAMINE Ltd.
ChemDiv
ChemBridge Corp.
Specs

Pharmeks Ltd.

Vitas-M Laboratory, Ltd

Pharmeks Ltd.

ChemDiv

Pharmeks Ltd.

ENAMINE Ltd.

Pharmeks Ltd.
Specs

Specs

STK648389

AE-848/37241014

9057071

T5482419

C660-1100

6138767

AG-670/36899043

PHARO045715

STKO016710

PHAR223323

4922-0369

PHAR092840

T5361043

PHAR173225

AM-879/40965082

AN-465/43369978

MolPort-008-314-984

MolPort-000-793-219

MolPort-001-002-595

MolPort-005-328-452

MolPort-007-654-371

MolPort-002-185-582

MolPort-000-901-651

MolPort-000-733-140

MolPort-002-166-327

MolPort-002-655-372

MolPort-007-566-500

MolPort-000-761-967

MolPort-004-089-690

MolPort-000-834-168

MolPort-002-221-181

MolPort-000-134-478

Fonte: Adaptada de Da Silva et a

1%
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Figura 12- Estruturas quimicas dos ligantes selecionados pelo docking molecular. Ha uma alta diversidade
estrutural de moléculas, que variam de muito volumosas (11 e 14) a outras menos volumosas (2 e
3). Na maioria das estruturas o grupo polar acido carboxilico esta presente. No entanto, alguns
ligantes com o anel tetrazol foram selecionados (3, 8 € 16).

Fonte: Adaptada de Da Silva et al.¥’
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3.6 Thermofluor

O estudo de estabilidade de proteinas através de desnaturacdo térmica tem sido

excessivamente utilizado por meio de técnicas consagradas, tais como, dicroismo circular,

DSC e DLS”. Entretanto, nos ultimos anos, a fluorimetria diferencial de varredura’' ou

simplesmente ThermoFluor’> vem ganhando cada vez mais espaco em estudos bioquimicos,

principalmente aqueles com é&nfase em biologia estrutural e na descoberta de novos

, 94
farmacos’>?

ligante

. Um esquema simplificado da técnica pode ser visto na Figura 13.
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Figura 13.Representacdo esquematica do ensaio de ThermoFluor. Inicialmente temos a formagdo do
complexo proteina:ligante. A medida que ocorre o aumento da temperatura a proteina ¢é
desnaturada, expondo seus sitios hidrofobicos. Nestes sitios ocorre a ligagdo da sonda SYPRO
Orange, que ¢ detectada através da fluorescéncia emitida pela sonda. No grafico sdo apresentadas
duas medidas diferentes em lilas a medida ¢ referente a proteina nativa e em laranja ¢ referente ao
complexo proteina ligante. Observa-se que a proteina nativa apresenta Tm menor que a proteina
complexada ao ligante. O significado fisico-quimico deste experimento é que o ligante ¢ capaz de
aumentar a estabilidade da proteina quando formado o complexo.

Fonte: Adaptada de thermoflour.org

Com aplicagdes em triagem de ligantes e identificagdo de condi¢des Otimas de

cristalizagdo de proteinas, a técnica ThermoFluor tem surgido como um método para a

descoberta de novos farmacos em larga escala. Nesta técnica, a temperatura na qual a proteina

r

transita do estado enovelado para o estado desenovelado ¢ medida pelo aumento da
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intensidade de uma sonda fluorescente que se liga a partes hidrofobicas da proteina, ao tempo
em que a temperatura do sistema ¢ gradualmente aumentada’*®°,

O ensaio de ThermoFluor foi realizado utilizando um CFX96 Real Time com um
sistema de detec¢ao C1000 Thermal cycler (Bio-Rad), com 30 puL por reagao em placas de 96
pogos. A reagdo final continha 4,4 uM de PPARY, 33,3 uM de cada ligante diluido em DMSO
e um 1 pL da sonda de 100X SYPRO Orange (Invitrogen). Em todas as rea¢des o volume
final foi de 30 uL e a concentracdo final de DMSO ndo foi maior que 5%. As placas contendo
as reagOes foram mantidas a temperatura ambiente por duas horas. Em seguida, cada placa foi
colocada no aparelho com temperatura inicial do sistema configurada em 25 °C e elevada até
atingir 90 °C, com um aumento gradual de 1 ®min. As analises dos dados e o valor do Tm
para cada ligante foram obtidas por meio do programa Origin 8.5.1 (OriginLab) ou calculando

a primeira derivada dos dados de fluorescéncia (dF/dT)’*. Todos os ligantes foram testados em

triplicata.

3.7 Ensaio competitivo

O ensaio de competicdo PolarScreen™-PPARy ¢ um método sensivel, ndo radiativo e
eficiente para identificar em larga escala potenciais ligantes do PPARy. O kit utiliza o
hPPARy-LBD fusionado em seu N-terminal a uma cauda GST e um ligante fluorescente
seletivo para este receptor (Fluormone MPPARY). Neste ensaio, o Fluormone é adicionado ao
PPARy para formar o complexo PPARy-LBD/Fluormone resultando em altos valores de
polarizacdo. Este complexo é entdo adicionado a placas contendo os ligantes a serem testados.
Os ligantes competem com o Fluormone deslocando-o do sitio do PPARy e, esse
deslocamento provoca um decaimento no tempo de vida do Fluormone, resultando em um
baixo valor de polarizacdo (Figura 14). Se o ligante testado ndo tem afinidade pelo receptor, o
deslocamento do ligante fluorescente ndo ocorre, e consequentemente os valores de
polarizacdo permanecem altos. A mudanca dos valores de polarizagdo na presenca dos
compostos testados € utilizada para determinar a afinidade dos compostos frente ao PPARy.

As reacOes para os ensaios de fluorescéncia foram preparadas segundo o protocolo do
kit PolarScreen™-PPARY. Brevemente, os ligantes foram diluidos em DMSO e mantidos em
solugdes estoques com diferentes concentragdes de acordo com a sua solubilidade e

dispensados em placas escuras. Em seguida, 20 pL do complexo 2X PPARy-



66

LBD/Fluormone™ previamente preparado foi adicionado a placa e levemente agitado. A
placa foi selada para proteger os reagentes da luz e incubada por 2 h a temperatura ambiente.
A leitura da placa foi realizada no leitor de placar Envision (Perkin Elmer), localizado no
Laboratorio Nacional de Biociéncias — Campinas (LNBio). O modo de polarizacdo utilizado

foi de 485 nm para excitagdo e 535 nm para emissdo. As medidas foram feitas em duplicatas.

Receptor:Fluormone marcado Receptor:ligante

Ligante testado

Alta polarizagao Baixa polarizagao

O—E:} Fluormone marcado
. Ligante testado

Figura 14- Esquema do ensaio de fluorescéncia de polarizagdo. A figura acima mostra o perfil competitivo do
ensaio. Inicialmente o ligante fluorescente liga-se no sitio ativo da proteina emitindo uma alta
polarizag@o. Apods a adigdo do ligante testado, ocorre uma competigdo pela ligacdo ao PPARy e, a
medida que o deslocamento do ligante fluorescente acontece a polarizagdo diminui.

Fonte: Adaptada de http://tools.lifetechnologies.com

3.8 Cristalizagé@o dos complexos

Para a aplicacdo da cristalografia de proteinas, a macromolécula de interesse, que no
geral sdo proteinas, deve ser cristalizada. Contudo, a formacao do cristal ndo é garantia para o
sucesso da técnica. Os cristais devem ser razoavelmente grandes, bem formados e de alta
qualidade para o estudo adequado de difragcdo por raios-X. Apesar da grande evolugéo da

técnica, principalmente devido a inser¢édo da robotizacdo, a cristalizagcdo da macromolécula de
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interesse tem sido o principal desafio para os projetos que envolvam a cristalografia de

macromoléculas.

Um experimento tipico de cristalizacdo de proteinas obedece a um diagrama de fases
caracteristico (Figura 15A). O processo se inicia com a amostra em uma solugdo aquosa
estabilizada por um tampéo, sal, agente redutor, ligante ou outro reagente. A amostra
inicialmente se encontra em uma solu¢do saturada mantendo o equilibrio, impossibilitando o
crescimento de cristais. Para que ocorra a formagdo de cristais € necessario que a amostra
esteja supersaturada, sendo necessario que haja uma perturbacéo no sistema, provocando um

desequilibrio na amostra.

A adicdo de um agente precipitante provoca uma diminuicdo na solubilidade da
amostra e concomitantemente aumenta a supersaturacdo em trés diferentes fases ou zonas. A
primeira fase é a zona metaestavel, uma regido onde os nucleos de cristais ndo crescem
espontaneamente, mas cristais de seeding crescem. A segunda fase € a zona de nucleacéo,
regido em que os nucleos e o crescimento dos cristais podem ocorrer espontaneamente. A

precipitacio da amostra ocorre na zona de precipitacéo®.

—_

Nucleagio

[proteina]

[Agente precipitante] —=——>

Figura 15- Esquema para cristalizagdo de proteinas por difusdo em vapor. (A) O diagrama de fases ¢ dividido
em quatro zonas. Zona estavel ou solivel, metaestavel, nucleacdo e precipitagdo. O eixo y
representa a concentragdo da proteina e o eixo x representa a concentragdo do agente precipitante.
Outros parametros de solubilidade podem também ser utilizados, tais como: temperatura, pH, etc.
A medida que a concentragdo do agente precipitante aumenta, a solubilidade da proteina diminui.
(B) Experimento de difusdo de vapor com a gota sentada. Nesse método a gota fica sentada em
uma plataforma e a cristalizagdo ocorre apés a proteina atingir o equilibrio com a solugdo do poco.
(C) Na difusdo de vapor por gota pendurada, a gota fica pendurada em uma laminula siliconizada.
Apbs atingir o equilibrio, os cristais da proteina crescem na gota.

Fonte: Adaptada de http://www-structmed.cimr.cam.ac.uk
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Existem diversas técnicas que podem ser utilizadas nos experimentos de cristalizag&o.
Porém, em nesse trabalho foram utilizados apenas a difusdo de vapor em gota sentada e
pendurada (Figura 15B e C). Ambas as técnicas sdo métodos mais populares e de féacil
desempenho em cristalizacdo de proteinas. A montagem do experimento requer uma pequena
quantidade das amostras e permite uma alta flexibilidade de ensaios e otimizagéo.

Usando a técnica da gota sentada, a concentracdo inicial do reagente na gota é menor
que no poco. Depois de algum tempo, a gota vai perdendo dgua para o poco por difusdo de
vapor até que atinja um equilibrio entre a gota e a solu¢do do poco. Na técnica da gota
pendurada pequenas porgdes da amostra e da solu¢do do poco sdo misturadas e colocadas em
uma laminula siliconizada. Em seguida, a laminula é invertida sob a solu¢do do pogo. O
processo para atingir o equilibrio entre a gota e a solugcdo do poco é idéntico ao método da
gota sentada. Em ambos os processos, durante o equilibrio, as amostras sdo concentradas,

aumentando a supersaturagdo da amostra na gota.

3.8.1 PPARo-LBD:GL479

Os ensaios de cristalizacdo do PPARa foram realizados sem a cauda de histidina.
Como nao se tinha uma condicéo ideal para cristalizacdo dessa proteina, inicialmente foram
utilizadas as condigdes de cristalizacdo descritas na literatura. Porém, em todas as tentativas
nenhum cristal cresceu nestas condi¢fes descritas previamente. Por isso, foram montados
diversos Kits de cristalizacdo comerciais das empresas Hampton Research e Molecular
Dimensions para o robd de cristalizacdo (Honeybee), que faz uso da técnica de difusdo a
vapor com gota sentada. A proteina encontrava-se a 10,0 mg/mL com 5 vezes de excesso
molar do ligante.

Ap0s intensas tentativas de determinar uma condigdo de cristalizagdo reprodutivel para
o PPARa-LBD, chegou-se a uma condi¢do na qual podemos obter cristais em forma de
pequenas agulhas. No entanto, estes cristais ndo difratavam em resolugdes que pudessem ser
coletados. Portanto, essas agulhas foram otimizadas empregando-se a difusdo de vapor em
gota suspensa. Nesta etapa, a proteina foi concentrada a 15 mg/mL e incubada com 5 vezes de
excesso molar do ligante GL479 por aproximadamente 3 h. Em cada poco da placa de
cristalizacao foi adicionado 1 mL da solugdo de cristalizacao, em seguida foi preparada uma

gota em uma laminula siliconizada com 1 pL da solucao de cristalizacao juntamente com 1
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uL do complexo PPARa-LBD:GL479 e mantidos a 18 °C. A solugdo do pogo para os
melhores cristais continha 27% PEG 20000 e 100 mM Tris-HCI, pH 7,0.

3.8.2 PPARY-LBD-GL479

Para o complexo PPARy-LBD:GL479 a técnica utilizada também foi a difusdo de
vapor em gota suspensa. A proteina foi concentrada a 10 mg/mL com 4 vezes de excesso
molar do ligante. De forma semelhante ao procedimento adotado para o PPARa a solugdo foi
mantida a 18 °C por aproximadamente 5 h antes da montagem final do experimento. Em
seguida em uma placa de cristalizacdo com 24 pogos, um conjunto de condi¢cdes de
cristalizagdo foram montadas utilizando citrato de so6dio tribdsico com variagdes na
concentragdo de 0,75-1,2 M e 100 mM Hepes variando o pH em 7,0, 7,5 e 8,0, com
temperatura controlada de 18 °C. O processo de montagem da gota foi idéntico ao usado para

o PPARa-LBD, ja descrito anteriormente.

3.9 Coleta de dados e determinacéo estrutural

A coleta de dados ¢ o ultimo experimento fisico que ¢ conduzido antes da fase in silico
para a determinagdo da estrutura proteica. Para a coleta de dados foi utilizado o método de
rotacdo. Como o proprio nome indica, este método envolve uma rotacao simples do cristal em
um unico eixo ¢ a medida que o cristal € rotacionado e exposto aos raios-X as reflexdes sdao
gravadas em um detector. Os cristais dos complexos de ambos os receptores foram coletados a
100 K na linha MX-2 do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron em Campinas (LNLS), com
um detector Marmosaic-225 CCD (MarUSA).

As estratégias de coleta para definir parametros como o tempo de exposi¢do, angulo
inicial e final da coleta e a distdncia adequada do detector ao cristal, foram realizadas
utilizando o programa iMOSFLM®’. As reflexdes observadas foram reduzidas e processadas
no programa XDS”® ¢ o escalonamento no programa SCALA”, durante essa etapa 5% das
reflexdes foram separadas para a coluna do Rge.. Com exce¢do do XDS, todos os demais

100
4

programas estdo disponiveis no pacote CCP4 ™. As estruturas foram resolvidas por
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substitui¢do molecular pelo programa PHASER ™, utilizando como modelo de buscas as

coordenadas da estrutura 2P54 para o PPARa'*” ¢ 3SZ1 para o PPARy'®.

3.10 Refinamento e analise estrutural

Os ajustes manuais do modelo a densidade eletronica foram realizados utilizando o

104

programa grafico COOT ™. As coordenadas (x,y,z) e os B-fatores (andlise do fator

temperatura dos 4&tomos da proteina) foram automaticamente ajustados apds diversos ciclos de

refinamento no programa PHENIX'®

. Durante o estdgio final do refinamento também foram
inclusos como parametros de refinamento a Simetria Nao-Cristalografica (NCS) e grupos de
Translation/Libration/Screw (TLS).

No refinamento cristalografico das coordenadas atomicas das estruturas de proteinas ¢é
comum serem usados dois parametros para o acompanhamento do refinamento, 0 Rycior €
Riee . Esses fatores sdo indices de concordancia entre os dados de difracdo de raios-X ¢ o
modelo que estd sendo refinado. Normalmente, sdo esperados valores de Rgeior menores que
20% e Rgee menores que 30%, para o modelo final da estrutura.

Além disso, durante o refinamento cristalografico, os valores dos B-fatores das dguas
e ligantes foram inspecionados e aqueles que apresentavam altos valores em relagdo a
proteina foram removidos do modelo final. A qualidade estereoquimica dos modelos finais foi
aferida pelo programa MOLPROBITY'”. Os contatos interatomicos proteina:ligante foram
analisados no programa LIGPLOT'®. A analise e produgdo de figuras de elementos de
estrutura secundaria e de interagdes no sitio ativo, bem como, dos B-fatores foram

providenciadas pelo programa PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version
1.5.0.4 Schrodinger, LLC).
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Capitulo 4

“I was captured for life by chemistry and by crystals.”
Dorothy Crowfoot Hodgkin

Prémio Nobel em Quimica em 1964
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4 Glitazars como monoterapia para o diabetes do tipo 2 e dislipidemia
4.1 Resultados

4.1.1 Expressao e purificacao das proteinas PPARa-LBD e PPARy-LBD

Os dominios LBD dos PPARa e y foram expressos em larga escala na bactéria E. coli.
Como em estudos de cristalizagcdo de proteinas a demanda por proteina pura ¢ alta, ambos os
isotipos foram expressos utilizando 6 L de culturas para cada proteina. A fim de conseguir os
receptores puros € com alto rendimento, a purificacdo foi realizada em duas etapas: 1)
cromatografia por afinidade e ii) cromatografia por exclusdo de tamanho. Este Gltimo método
garantiu uma melhor separacdo entre as proteinas de interesse das proteinas contaminantes.

Na etapa da cromatografia por afinidade a maioria dos contaminantes presentes nos
extratos passou direto sem se ligar na coluna de afinidade. A Figura 16 corresponde aos géis

SDS do PPARa e PPARY apds a purificagdo por cromatografia de afinidade.

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 MM 1 2 3 4 5 6
' 2]
A ( | B
/
|

Figura 16- Gel de poliacrilamida 15% com diferentes passos da purificagio em (A) PPARa-LBD e (B)
PPARYy-LBD. MM Marcador de massa molecular (66 kDa, 45 kDa, 36 kDa, 29 kDa, 20 kDa e
12 kDa). As bandas mais abundantes entre 1 pelet, 2 sobrenadante e de 3-8 correspondem aos
PPARs em diferentes passos da purificagdo. Gel corado com Comassie Blue.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Como a cromatografia de afinidade nao foi suficiente para remover completamente os
contaminantes presentes no PPARa e y, uma etapa adicional no processo de purificagao foi
adicionada. Desta vez, utilizou-se a cromatografia por exclusdo de tamanho, na qual o
principio ¢ a separagdo das proteinas pela diferenga de tamanho molecular. Os cromatogramas

das corridas de cromatografia por exclusao de tamanho estdao demonstrados na Figura 17.
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Figura 17- Cromatogramas de cromatografia por exclusdo molecular de (A) PPARa-LBD e (B) PPARy-LBD.
Os picos de maior intensidade correspondente ao volume inicial de 60 mL sdo os picos das
proteinas. No gel, MM representa o marcador de massa molecular (66 kDa, 45 kDa, 36 kDa, 29
kDa, 20 kDa e 12 kDa). Em 1 e 2 fragdes coletadas da proteina pura. Gel de poliacrilamida 15%
corado com Comassie Blue.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O pico de maior absorbancia em cada grafico representa a proteina de interesse, ou
seja, os PPARa e y. Os demais picos representam os contaminantes que ndo foram separados
por cromatografia de afinidade. Os géis SDS-PAGE das aliquotas retiradas das proteinas
purificadas também s3o demonstradas na Figura 17. Para que n3o ocorra nenhuma
interferéncia na cristalizacdo das proteinas, a cauda de histidina presente foi removida
completamente ap6s 12 h de incubagdo a 10 °C, com a serino-protease trombina. Os

resultados sdo vistos no gel SDS-PAGE da Figura 18.

MM 1 2 MM 1 2

Figura 18- Gel de poliacrilamida 15% da clivagem da cauda de histidina corado com Comassie Blue (A)
PPARo-LBD e (B) PPARy-LBD. MM Marcador de peso molecular (66 kDa, 45 kDa, 36 kDa, 29
kDa, 20 kDa e 12 kDa); 1 Antes da clivagem e 2 Depois da clivagem.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.1.2 Cristalizagao, coleta de dados e determinacéo estrutural dos complexos com o
agonista dual PPARe/y-LBD:GL479

Para a cristalizagdo do complexo PPARa-LBD:GL479 diversos kits de cristalizagao
comerciais foram testados. A partir deste teste inicial, alguns pequenos cristais cresceram no
formato de agulhas finas em uma condicao de cristalizagdo contendo o PEG 20000 como
agente precipitante (Figura 19A). Estes cristais foram testados na linha de luz MX2 e nao
apresentaram padrdes de difracdo com resolucdo suficiente para aquisi¢do de um conjunto de
dados. A obtengdo de cristais com capacidade de difracdo para aquisi¢do de dados, so6 foi
alcancada quando a condi¢ao inicial foi otimizada, variando o pH e a concentragao do PEG
20000 da solugao do pogo.

Apos varias tentativas de se obter um tunico cristal, um aglomerado de placas maiores
cresceram apods 3 dias da montagem do sistema na condi¢do com 27% PEG 20000 e 100 mM
Tris-HCI pH 7,0. Para a coleta, um unico cristal foi isolado, na propria gota, com o auxilio de
uma agulha de acupuntura e coletado em uma resolugdo maxima de 2,30 A (Figura 19B). O
cristal do complexo PPARa-LBD:GL479 teve os dados processados no grupo espacial P4,2,2.
O Coeficiente de Matthews sugeriu a possibilidade de um mondmero na unidade assimétrica
com um volume molecular de 16,7 A*/Da e 41,17% de solvente preenchendo a cela
unitaria'®. Essas informagdes foram confirmadas apés a substituigdo molecular pelo
programa PHASER.

O modelo final foi refinado a uma resolugiio de 2,30 A, convergindo para os indices
Riactor de 21,88% e Rpee de 26,64%. O modelo apresentou um mondmero por unidade
assimétrica, uma molécula do ligante GL479 ligado no sitio ativo e 52 moléculas de agua. A
geometria do modelo apresenta 98,33% de residuos na regido favoravel, 1,67% na regido
permitida e nenhum residuo na regido proibida. As estatisticas da coleta de dados, refinamento
e parametros da qualidade do modelo estdo resumidas na Tabela 2.

A estrutura do dominio LBD do PPARa ligado ao GL479, como era de se esperar para
esse receptor, apresentou um enovelamento caracteristico da superfamilia de receptores
nucleares com 13 hélices-a e trés fitas-f (Figura 20). O LBP do PPARa-LBD ¢ um dos
maiores bolsdes desta superfamilia com aproximadamente 1400 A® e acomodou o ligante

~ 110
nesse bolsdo .
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Figura 19- Cristais e padrdo de difragdo da proteina PPARa-LBD complexada com o GL479. (A) A gota
superior representa os primeiros cristais em forma de agulhas finas do complexo PPARa-
LBD:GLA479 utilizando a técnica da gota sentada com kits de cristalizag@o. Na gota inferior estdo os
cristais utilizados na difragdo por raios-X, estes cristais cresceram utilizando a técnica de difusdo de
vapor com a gota pendurada e foram otimizados a partir dos primeiros cristais obtidos. A condi¢do
de cristalizagdo continha 27% PEG 20000, 100 mM Tris-HCI pH 7,0. (B) Padrao de difracdo do
complexo PPARa-LBD:GL479, com a resolugdio méxima obtida de 2,30 A.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Algumas regides da estrutura apresentaram uma densidade eletronica fraca e, por essa
razdo, nao foram modelados os 4&tomos nessa regido do modelo final. Isso ocorre devido a alta
mobilidade térmica dessas regides, correspondendo em sua maioria a conformagdes de loops.
Os residuos que compreendem esses loops estdo situados entre as regides do N230-P237 e
V255-K266. Os residuos localizados entre V255-K266 correspondem ao denominado ©-loop
que esta localizado na entrada do sitio ativo, entre as H2’ ¢ H3. Em geral, o Q-loop s6 aparece
nas estruturas em que o ligante interage diretamente com este loop, provocando assim uma

maior estabilizacdo dessa regido.
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Tabela 2- Estatisticas cristalograficas da coleta e refinamento do PPARo-LBD e PPARy-LBD
complexados com o agonista dual GL479.

Parametros PPARo-LBD:GL479 PPARy-LBD:GL479
Coleta de Dados
Comprimento de onda/Linha 1,459/LNLS-MX2 1,459/LNLS-MX2
Grupo espacial P4,2,2 C2
Parémetros da cela unitaria 64,54; 64,54; 124,40; A 88,48; 64,24; 118,78; A
90,00; 101,94; 90,00; °
Resolugéo (A) 44,79-2,30(2,38-2,30) 32,53-1,77 (1,83-1,77)
<lo(l)> 15,30 (3,08) 19,28 (3,68)
Multiplicidade 6,6 (6,5) 4,2 (3,3)
Completeza 99,78 (98,82) 98,61 (97,61)
Rmerge® 0,025 (0,314) 0,042 (0,391)
Ndmero de moléculas na U. A. 1 2
Numero de reflexdes Gnicas 12217 (1168) 62608 (6155)

Refinamento

Reactor/Riree 21,88/26,64 16,94/20,82
B-fatores médio 55,70 34,20
RMSD de ligagéo, A 0,009 0,019
RMSD de angulo, ° 1,10 1,75
Ramachandran plot (%)

Regido favoravel 98,33 99,00
Regido permitida 1,67 1,00
Regido ndo permitida 0 0
Clashscore 4,88 7,07

SRmerge = Y hkl Y'i |li(hkl) — <I(hkl)>, onde li(hkl) é a intensidade observada para I(hkl) e <I(hkl)>
¢ a média das intensidades. Entre parénteses os valores referentes a camada mais externa de
resolucéo.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Recentemente, Bernardes e colaboradores (2013) identificaram um segundo sitio na
regido do Q-loop. O ligante WY 14643 foi estabilizado por contatos apolares, pontes salinas e
por contatos polares com o residuo K266'"". Assim como no PPARa, as estruturas depositadas
no PDB dos receptores nucleares PPARPB e y também apresentam uma alta flexibilidade na
regido do Q-loop e quase sempre estdo desordenadas, sugerindo que a entrada do LBP pode se
adaptar e permitir a entrada de ligantes volumosos, sem gerar nenhuma mudanca significativa

na estrutura47.
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Figura 20- Estrutura do PPARa-LBD ligado ao GL479. O esquema representa uma visao geral do monémero
do PPARa-LBD:GL479. O ligante esta sendo mostrado em ball e stick, envolto por uma superficie
em amarelo. A H12 apresenta conformacdo ativa e foi colorida em lilés.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Atualmente, existem no PDB 120 estruturas® do PPARy-LBD resolvidas utilizando a
técnica de cristalografia de raios-X. A maioria destas estruturas encontra-se na forma /olo e
foram cristalizadas a partir da condi¢do que explora o citrato de sddio tribasico como agente
precipitante' "% Os cristais do complexo formado entre 0 PPARy-LBD ¢ o agonista dual
GLA479 cresceram em praticamente todas as concentragdes de citrato de sodio tribasico e em
diferentes valores de pH em que foram montados. Visualmente, observou-se que o
cessamento do crescimento do cristal ocorreu apds 5 dias do aparecimento dos primeiros
cristais na placa (Figura 21A). Como cresceram muitos cristais, foi selecionado visualmente o

de melhor aparéncia externa para a coleta de dados. O cristal selecionado foi coletado a uma

S Até o dep6sito desta tese (25/06/2014).
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resolugio mixima de 1,77 A (Figura 21B).

A B

Figura 21- Cristais ¢ padrdo de difragdo da proteina PPARy-LBD complexado com GL479. (A) Cristais
utilizados na difracdo por raios — X. Esses cristais cresceram utilizando a técnica de difusdo de
vapor com a gota pendurada. A condi¢do de cristalizagdo continha 1,1 M de citrato de sédio
tribasico, 100 mM Hepes pH 7,5. (B) Padrdo de difracdo do complexo PPARYy-LBD:GL479, a
resolugio maxima obtida foi de 1,77 A.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A estrutura do complexo PPARy-LBD:GL479 também foi resolvida por substitui¢ao
molecular utilizando o PHASER no grupo espacial C2. Em uma visdo geral, a estrutura
apresenta um homodimero na unidade assimétrica, caracteristica comum para essa condicao
de cristalizacdo e grupo espacial’*!'®'"*, Os monémeros sdo denominados de cadeia A e B, e
sdo praticamente iguais, exceto na posi¢do da H12 onde a cadeia A representa a forma ativa
(H12 fechada) e a cadeia B mantém-se numa conformacao inativa (HI12 aberta). A
conformagdo inativa vista para a cadeia B, é causada devido aos contatos cristalinos com os
residuos vizinhos da molécula simétrica da cadeia A. Sdo essas interagcdes que provavelmente
impedem uma mudanga para conformacdo ativa'’. A cadeia B serd pouco explorada no
decorrer desta tese, uma atengao maior sera dada a conformagao ativa.

A estrutura do complexo apresenta no modelo final 410 moléculas de agua e duas
moléculas do GL479, sendo uma molécula do ligante ocupando o sitio ativo de cada cadeia
proteica (Figura 22). A geometria do modelo demostrou que todos os residuos se encontram
na regido mais favoravel e permitida do grafico de Ramachandran. De forma semelhante ao

complexo PPARa-LBD:GLA479, a regido correspondente ao Q-/oop foi removida na estrutura
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do PPARY-LBD:GL479 devida a alta mobilidade térmica, regido localizada entre os residuos

K262-S275. Os dados estatisticos da coleta e refinamento encontram-se na Tabela 2

Cadeia A Cadeia B

Figura 22- Estrutura do PPARy-LBD complexado com GL479. Representacdo do dimero na unidade
assimétrica do PPARy:LBD com o GL479. As hélices em ambas as cadeias estdo representadas em
azul, com exce¢do das HI12 que estdo em lilas. O GL479 esta representado em ball e stick
predominantemente ciano, envolta por uma superficie também em ciano.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os omit map para o GL479 de ambas as estruturas foram calculadas e revelaram
claramente a densidade eletronica do ligante ligado ao PPARa e PPARy, permitindo
precisamente o seu posicionamento no LBP de cada receptor (Figura 24A, Figura 25A e
Figura 27A). Os PPARs tém uma cavidade em forma de Y, onde ocorre a ligagdo do ligante.
Essa cavidade estende-se da hélice AF-2 (H12) do C-terminal até as fitas-B. Este bolsdo ¢
dividido em trés bragos que apresenta uma homologia de 60-70% entre os trés isotipos''’. O
brago da esquerda (brago I) é composto de uma mistura de residuos polares e hidrofobicos,
incluindo dois residuos da hélice AF-2. Enquanto que o brago superior direita e o da o inferior
da direita representa os bragos II e III, respectivamente e sdo constituidos principalmente por

residuos hidrofobicos (Figura 23).
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Figura 23- Caracterizagdo do sitio ativo dos PPARs. O monomero do PPARa-LBD (laranja) foi superposto ao
monomero ativo do PPARy-LBD (azul-claro). As esferas demonstram os trés bragos que compde o
sitio ativo. O brago I representa o brago polar do sitio e foi colorido em vermelho, o brago II e III
foram coloridos em azul e verde, respectivamente e representa a parte apolar do LBP.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O GL479 ocupa cerca de 30% do volume total do LBP dos PPARa e PPARYy e, em
ambas as estruturas o ligante foi estabilizado por uma combinacéao de ligagdes de hidrogénio e
interacdes hidrofobicas. Dentro do LBP do PPARa, o GL479 adota uma conformacdo em
forma de U cercado pelas hélices H2’, H3, H7, H10/11, HI12 e pelas fitas-p 2 e 3. Essa
conformacédo permite que o ligante ocupe as regides dos bracos I e I11. Das cinco ligacdes de
hidrogénios, quatro delas ocorrem entre o grupo carboxilico presente no GL479 com 0s
residuos S280 (H3), Y314 (H5), H440 (H11) e Y464 (H12). A outra ligagdo acontece entre o

grupo fenodxi préximo a cabeca polar do ligante com o residuo S280 (H3) (Figura 24B).
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Em adicdo as ligagdes de hidrogénios, diversas interagdes hidrofobicas foram
formadas com a cauda lipofilica, ajudando na estabilizacdo do GL479. Essas interacOes
acontecem devido a natureza hidrofébica do LBP, principalmente na regido dos bracos Il e
I1l, que é composto predominantemente de cadeias laterais hidrofobicas. Estes contatos séo
formados pelos seguintes residuos: L247, F273, C276, Q277, T279, F318, L321, V332, 1354,
M355 e L460, (Figura 28A).

B

Figura 24- Caracterizacdo estrutural do GL479 no PPARa-LBD. (A) O omit map do GL479 para o complexo
em 2Fo-Fc, o contorno mostrado para o ligante é de 1,0c. (B) Ligagdes de hidrogénio envolvidas
na estabiliza¢@o do ligante, observe que o GL479 possui na sua cabega polar um grupo carboxilico
que faz interagdes com os residuos polares do brago I do LBP do PPARGa. . Os residuos que fazem
estes contatos estdo em stick. Uma destas interagdes envolve a Tyr464 da H12 (lilas), essa interagdo
resulta na estabiliza¢do da conformagdo ativa da H12.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Surpreendentemente, na conformagdo ativa do complexo PPARY:GL479, o ligante
adota uma conformacao e ocupacao diferente da observada para o complexo do GL479 com o
PPARa (Figura 26). Essa conformagdo também é diferente da que é encontrada na maioria
dos agonistas desta subfamilia de receptores. No geral, a maioria destes agonistas apresenta

uma conformagao em forma de U™+

. Em compara¢do com o complexo PPARa:GL479, a
rede de ligacBes de hidrogénio que estabiliza a cabe¢a polar do GL479 no braco | do LBP ¢

mantida e envolve os residuos S289 (H3), H323 (H6), H449 (H11) e Y473 (H12) (Figura
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25B). Entretanto, as interacdes hidrofdbicas que ajudam a estabilizar o ligante presente no
bracgo 111 sdo substituidas por interacdes hidrofobicas que estdo localizadas no brago I1.

HS

Hi2 Fitas-f3

Y413

H1l

Figura 25- Caracterizagdo estrutural do GL479 no PPARy-LBD na conformagdo ativa (A) O omit map do
GL479 para o complexo em 2Fo-F¢, o contorno mostrado para o ligante é de 1,0c. (B) Ligacdes de
hidrogénio envolvidas na estabilizagdo do ligante, observe que o GL479 possui na sua cabega polar
um grupo carboxilico que faz interagdes com os residuos polares do brago I do LBP do PPARY. Os
residuos que fazem estes contatos estdo em stick. Uma destas interagdes envolve a Tyr473 da H12
(lilas), essa interagdo resulta na conformagdo ativa da H12.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em ambas as estruturas, nota-se que a conservacdo do padrdo de ligacdes de
hidrogénio e a estabilizacdo da regido da H12 é imprescindivel para que ocorra a ativagdo
destes receptores. Toda via, apesar da alta homologia no sitio ativo das duas proteinas,
principalmente na regido dos residuos hidrofobicos, pequenas diferencas influenciam
diretamente no padrdo de ligacdo do GL479, em especial na cauda do ligante que ¢é
estabilizada somente por interagdes hidrofobicas.

Os residuos que formam a maioria dos contatos apolares com GL479 ocuparam o
brago III do LBP do PPARY e engloba os residuos F226, R288, A292, M329, L330 e M364.
Essas interagdes permitem que o ligante adote uma conformacdo em forma de S. A
conformacédo em S favorece a ocupacéo do ligante no braco I e 11, divergindo de praticamente
todos os ligantes ja complexados com os PPARa e PPARY, que em sua maioria ocupam os
bracos | e 111 ou os bracos 11 e 111M°. Essa diferenca de conformagéo do GL479 néo interfere

no perfil das ligacbes de hidrogénios que ocorrem entre o ligante e os residuos localizados no
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braco I do LBP. A manutencéo desse padréo de ligacOes forca, em ambos 0s casos, a cadeia A
adotar uma conformacéo ativa, ou seja, o "estado fechado". A divergéncia na ocupacdo do

LBP em cada receptor pode ser mais bem visualizada na Figura 26.
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Figura 26- Sobreposi¢do dos complexos PPARa-LBD:GL479 (laranja) ¢ PPARy-LBD:GL479 (azul). O
GL479 ocupa o LBP dos PPARa e¢ y em distintas configuragdes. O grupo carboxilico adota
essencialmente a mesma conformagdo em ambas as estruturas. No entanto, a cauda hidrofébica do
ligante alterna em duas configuragdes. No modo de ligagio do PPARa, a cauda hidrofobica foi
dobrada em diregdo a regido do braco III do LBP. No segundo modo de ligagdo, dentro LBP do
PPARY, a cauda hidrofobica do GL479 fica dobrada para baixo em diregdo ao brago II do LBP. O
GL479 das duas estruturas estdo mostrados em ball e stick, em amarelo estd o GL479 para o
PPARo ¢ em azul para o PPARy.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na conformagdo inativa, o ligante GL479 fica localizado entre as hélices-o. H3, H4 e
H6, e as folhas-p S2 e S3. Nesta posigdo, apenas duas liga¢des de hidrogénio com a R288 da
H3 é formada (Figura 27). Ao contrario da conformagéo ativa ¢ do complexo com o PPARa,
que ndo apresentam a regido do Q-loop devido sua alta flexibilidade, na conformacéo inativa
esta regido apresenta parcialmente estruturada. Acredita-se que as interagdes com as folhas-3
S2 e S3 estdo diretamente relacionadas com a estabilizagdo e, consequentemente, a
estruturagio do Q-loop*®™. Os demais contatos que ajudam a estabilizar o GL479 séo
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formados por contatos apolares com os residuos L255, E259, F264, H266, 1267, R280, C285,
Q286, R288, 1281, G284, C285, S289, A292, 1326, M329, L330, L333, 1341 e M348.

B

H6

Figura 27- Detalhes atomicos do reconhecimento do GL479 pelo PPARy-LBD na conformagdo inativa
(Cadeia B). (A) Omit map em 2Fo-Fc mostrado em um contorno de 1.06 em torno do ligante. (B)
Ligacdes de hidrogénio envolvida na estabilizacdo do ligante, na cadeia B o ligante ndo interage
com a H12.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.1.3 A ocupagéo do LBP dos PPARs versus o agonismo parcial/total

As duas estruturas cristalograficas complexadas com um unico ligante permitiram a
racionalizacdo dos resultados observados nos ensaios de transativacdo, 0s quais descreveram
o GL479 como um agonista total para o PPARa e como agonista parcial para o PPARy.
Baseado em estudos que combinam a determinacdo estrutural de complexos em alta resolugéo
com estudos funcionais que descrevem a afinidade e poténcia para os agonistas dos PPARS,
um mecanismo estrutural mais provavel para estes agonistas foi descrito. Neste mecanismo 0s
agonistas totais interagem diretamente com a H12 por meio de uma ligacdo de hidrogénio

com o residuo Tyr, que é altamente conservado nessa regido (Figura 6).

Diferentemente, 0s agonitas parciais sdo estabilizados utilizando outros mecanismos
sem um contato direto com a H12™*. A variacdo estrutural observada no receptor apo, ligado

a um agonista total ou a um agonista parcial, lidera a ideia de que o0 modo de ligacdo adotado
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pelo ligante e, principalmente, a dindmica da H12 sdo controlados pela atividade de
transcrigdo do receptor. Isso fica evidente em um estudo por fluorescéncia de anisotropia de
Schwabe e colaboradores. Nesse experimento a H12 marcada com uma sonda foi estabilizada
de acordo com o grau de agonismo e da atividade transcricional do ligante. Neste estudo,
outras regides importantes do LBD que poderiam contribuir para a estabilizacdo da H12 e,

consequentemente, estabilizar o complexo receptor:coativador ndo foram aferidas'’.

Para reconhecer as potenciais bases moleculares dos diferentes modos de ligagéo e o
padrdo de ativagdo dos dois isotipos, uma comparacdo detalhada de ambas as estruturas
tridimensionais foi realizada. Primeiramente, uma superposicao das cadeias principais gerou
um R.M.S. de 0,814 entre as conformacfes ativas das duas estruturas. Entre os residuos
envolvidos na estabilizacdo da cauda hidrofébica do ligante, somente a posi¢do do residuo
Thr273 do PPARa que ¢ substituido pela Ala292 no PPARYy interfere na acomodagio do
ligante. A cadeia lateral da Thr273 do PPARa ¢ mais volumosa que a Ala292 do PPARY. Essa
diferenca de volume resulta em um impedimento estérico entre a Thr273 com o anel
aromatico da extremidade hidrofébica do GL479. Como resultado do impedimento estérico, 0
ligante adota uma conformacéo diferente no PPARa da que ¢ vista no PPARy (Figura 28A).

Esta substituicdo também pode ser a explicacdo do porqué ainda ndo foram reportadas
estruturas em que o ligante ocupe os bracos | e II. Agonistas do PPARa sempre ligam no LBP
na conformacdo em forma de U, como pode ser visto na Figura 28B. Enguanto que 0s
agonistas do PPARY além de ligar-se nessa conformacdo, para alguns casos também podem
ser vistos ocupando o LBP numa conformacéo em forma de S (Figura 28C). Este modo de
ligacdo sugere uma nova possibilidade no desenho de farmacos para os PPARs. Em um
estudo realizado por Li e colaboradores (2008) com ligantes que ocupam o LBP em ambas as
configuracdes (S e U) levou a anélise que os ligantes na conformacdo S apresentam um
balanco favoravel para a ligacdo de proteinas coreguladoras. O efeito desta mudanca de
conformacdo reflete diretamente na resposta fisiolégica do receptor, que aumenta

sensibilidade insulinica para o PPARY, sem exacerbar os efeitos colaterais**®.
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Figura 28- Comparagdo estrutural entre os modelos do LBD dos PPARa e PPARYy. (A) Sobreposi¢do do
GL479 ligado ao PPARa (laranja) e PPARy (azul). Somente os residuos que estdo envolvidos nas
interacdes apolares sdo mostrados. A posi¢ao da Ala292 no PPARYy ¢é substituida por uma Thr273 no
PPARa, este ultimo residuo apresenta uma cadeia lateral mais volumosa (dots) que a Ala,
impedindo que o anel pertencente a cauda hidrofobica do ligante acomode-se para formar o
complexo na mesma regido que a do PPARy. (B) Em todas as estruturas complexadas com o
PPARo-LBD, os ligantes adotam uma conformagdo em forma de U no LBP. Essa conformagao
também foi a ocupada para o GL479 (em ball e stick amarelo). (C) A maioria dos agonistas do
PPARY-LBD estdo na conformagdo em forma de U, porém alguns agonistas adotam a conformagao
na forma de S, 0 GL479 estd na conformagdo em S (ball e stick em ciano).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Uma anélise dos B-fatores do ligante e das estruturas dos receptores demonstrou que o
GLA479 ¢ estabilizado e estabiliza diferentes regides do dominio LBD do PPARa e PPARY.
No PPARa o B-fator médio do ligante é 60,7 A% Esse valor é condizente com o B-fator
médio da proteina que é 55,70 A%, Para a conformacdo ativa do PPARy, o B-fator médio da
proteina é 34,20 A2 valor menor que o calculado para o PPARa. O B-fator médio do GL479
complexado com PPARy foi de 42,0 A%, e de forma semelhante a que acontece no PPARa
esse valor ficou préximo ao B-fator médio da proteina. O B-fator médio do ligante em relacéo
ao da proteina é uma forma de validar a presenca do ligante ligado a proteina. Quando estes

valores estdo muito divergentes pode ser uma indicacdo da auséncia do ligante.

Em ambos os ligantes foi observado que as ligacdes de hidrogénio tém um papel
primordial na sua estabilizagdo, como pode ser visto na distribuicdo da Figura abaixo. Na
cabeca polar do ligante, regido onde ocorrem as ligacGes de hidrogénio, o B-fator individual
dos atomos € menor que o B-fator na cauda lipofilica, a qual é estabilizada somente por
interacOes hidrofdbicas (Figura 29). O B-fator médio menor para o PPARY ¢ explicado devido

a maior resolu¢do do PPARY, pois os valores de B-fatores estdo relacionados com a resolucéo

da estrutura.

40 65

35 60 78

Figura 29- Dinamica do GL479 ilustrada através da variagdo dos B-fatores. Na esquerda esta a barra de
distribui¢do dos valores dos B-fatores do GL479 ligado ao PPARa-LBD e a direita a do GL479
ligado ao PPARy-LBD. Observa-se que em ambas estruturas a cabega polar ¢ mais bem
estabilizada em relag@o a cauda lipofilica do ligante. Essa estabilizagdo acontece devido as ligagGes
de hidrogénio que a cabeca polar do ligante realiza com as cadeias laterais dos PPARs.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Analisando o B-fator global dos complexos, observa-se que o GL479 produz uma
excelente estabilizacdo no loop que é formado entre as hélices H11 e H12 do PPARYy (Figura

30A). Enquanto que a regido proxima ao Q-loop € mais bem estabilizada no complexo
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formado com o PPARa (Figura 30B). Essa maior estabilidade na regido adjacente ao Q-loop
do PPARa pode ocasionar mudangas conformacionais que produzem uma diminui¢do na

dinamica da H12, facilitando a estabilizagdo das interacées com coativadores***.

Figura 30- Estabilizagdo induzida pela o GL479 em diferentes regides do PPARa e PPARy. A largura das
representagdes e a coloragdo sdo proporcionais a mobilidade térmica das regides. (A) PPARy-
LBD:GL479. (B) PPARa-LBD:GL479.

Fonte: Elaborada pelo autor.

De fato, estes dados so reforcam a hipdtese que a interagdo direta com a H12 ndo é o
(inico meio de atingir as respostas transcricionais'**, mas a estabilizacdo adicional de regides
da estrutura que ndo a H12, tais como as que interagem com a cauda hidrofébica do ligante
por meio de interacdes hidrofébicas podem influenciar na dindmica da H12. Em outras
palavras, a atividade de transcricional observada para um ligante é determinada pelo seu
modo de ligagdo ao receptor e ndo se restringe apenas a presenca ou a auséncia de interacdes

direta com a H12.
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4.2 Discussao

O importante papel dos PPARs nas doencgas metabdlicas, tais como diabetes do tipo 2
e dislipidemia est4 bem estabelecido, tanto em carater funcional como estrutural**=2211> o
mesmo entendimento € visto nos farmacos TZDs, representado principalmente pela
pioglitazona e roziglitazona durante a sensibilidade insulinica através da ativagdo ao PPARY,
e pelos fibratos na ativacdo do PPARa, induzindo a diminui¢do nos niveis de circulagdo de
lipidios na corrente sanguinea. Contudo, o surgimento de farmacos agonistas duais PPARa/y
continua sendo um desafio a ser vencido na terapia destas doencas. Embora muitos desses
agonistas duais tenham sido sintetizados, nenhum destes foi aprovado para o uso clinico.
Muito deles por ndo atender os requisitos dos ensaios clinicos de fase Il em humanos ou,

simplesmente, por ndo passarem nos ensaios pré-clinicos com animais™.

Todas estas informaces mostram a necessidade de identificar, descrever e entender o
mecanismo de acdo de novos agonistas duais PPARa/y. Atualmente, poucos agonistas duais
PPARw/y tiveram suas estruturas resolvidas para ambos os receptores®2 o849 o
entendimento estrutural fica ainda mais limitado para esses agonistas duais, visto que em
todos os casos descritos até 0 momento, o ligante na conformacéo ativa adota uma posicao
idéntica nos dois receptores ocupando os bragos | e 111, o que conjetura para um modo de

ligacdo idéntico em ambos os PPARs (Figura 31).

Structure, 2001 Chemmedchem, 2009 Bioorg. Med. Chem. PNAS, 2001 GL479
Lett., 2009
Figura 31- Sobreposicdo do GL479 nos mondmeros ativos dos agonistas duais PPARo/y com estruturas
resolvidas. O GL479 ¢ o unico agonista dual com estruturas resolvidas que apresenta modos de
ligagdes diferentes. No PPARa em azul, o GL479 ocupa os bragos I e IT do LBP. O PPARY esta em
amarelo e ocupa os bragos I e II1.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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O complexo PPARa:GL479 estabiliza regides que previamente foram ocupadas por
outros agonistas totais deste receptor, tais como o AZ-242''%, APHM13'® e um derivado do
oxibenzilglicina'®. Estes agonistas totais, juntamente com o GL479, estabilizam
principalmente as hélices H3, H5, H7, H11 e H12 do LBD. Os complexos formados entre
estes agonistas totais com o dominio LBD do PPARa formam um padrdo de ligacao tipico, no
qual a cabeca polar do ligante, representada por um grupo carboxilico, preenche o braco |
formando uma rede de ligacBes de hidrogénio com os residuos polares Ser280, Tyr314,
His440 e Tyr464, e a cauda hidrofobica destes agonistas totais ocupa o braco Ill, sendo

estabilizada por interagdes hidrofébicas.

Funcionalmente, o que se nota € uma atividade de agonismo total associada a um
modo de ligacdo, no qual a ocupagdo dos bracos | e 11l do LBP ¢é requerida. Pois, todas as
estruturas determinadas do PPARa sdo de agonistas totais que preenchem exatamente estas
regibes no receptor. Algumas caracteristicas sao comuns a estes agonistas. Primeiro, sao
ligantes com alta poténcia e alta afinidade para o isotipo a e, segundo, em suas estruturas

cristalogréficas a interacéo direta com a H12 é dominante™**%,

Supreendentemente, o complexo formado entre o GL479 e o PPARy apresenta um
modo Unico entre as estruturas resolvidas para esse receptor. Como regra geral, agonistas
parciais dos PPARs na conformacédo ativa ligam-se no LBP sem interagir diretamente com a
Tyr da H12"%"* porém, na estrutura do PPARy:GL479 vé-se claramente a interagdo do
agonista parcial GL479 com a Tyr473 da H12. Outro aspecto importante deste complexo é
que o GL479 adota uma conformacdo diferenciada dos demais agonistas, anteriormente
descrito para os PPARs. Nessa conformacdo o GL479 ocupa o braco | e o braco 1l do LBP
(Figura 28).

Duas caracteristicas determinam o modo de ligacdo e a ativacdo do ligante para ambos
0s PPARs. Inicialmente, a cabeca polar no qual esta presente o grupo carboxilico faz uma
série de ligacOes de hidrogénio em cada receptor, sendo as principais ligagdes que mantém a
manutencdo da interacdo proteina:ligante. Essas interacdes também sdo responsaveis pela
mudanca conformacional da H12. No entanto, o padrdo de ativacdo do receptor &
caracterizado pela ocupagdo da cauda do ligante, demonstrando que a estabilizacdo de

determinadas regides pode garantir a ativacdo desejada do receptor.

Os ligantes do PPARy que possuem uma ativacdo baixa podem ser promissores no

desenvolvimento de novos farmacos para essa classe de receptores. Pois, recentemente a
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rosiglitazona, um farmaco que atua via ativacdo do PPARY no combate a resisténcia a insulina
foi retirada do mercado devido seus acerbados efeitos colaterais, tais como, ganho de peso,
retencdo de liquidos e insuficiéncia cardiaca'®®. Por outro lado, o agonismo total do PPARq
tem sido bem tolerado pelos pacientes’. Se estudos funcionais e clinicos confirmarem as
caracteristicas benéficas do GL479 como agonista dual PPARa/y, novos agonistas duais com
caracteristicas similares ao do GL479 poderdo ser uma alternativa para o surgimento de um

farmaco que atue no tratamento da dislipidemia e no diabetes do tipo 2, concomitantemente.



93

Capitulo 5

“Scientific research is one of the most exciting and rewarding of
occupations.”

Frederick Sanger

Prémio Nobel Quimica em 1958
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5 Moduladores seletivos do PPARYy

5.1 Resultados

5.1.1 Identificacdo dos ligantes

Os compostos selecionados foram classificados em trés diferentes grupos. O grupo
maior contém moléculas com o grupo acido carboxilico carregado, frequentemente em um
sistema com trés anéis ligados, por meio de ligacGes rotacionais. Essa classe € formada pelos
compostos nomeados de 1, 2, 4,5, 6, 7,9, 10, 11, 12, 14 e 15.

A segunda classe contém moléculas com grupos carboxilatos e um anel tetrazol. Este
grupo incluem os compostos 3, 8 e 16. Finalmente, o composto 13 é classificado
separadamente devido suas propriedades Unicas. Ele é o Unico composto polar que ndo é
carregado. As conformacdes do docking para estes compostos revelaram favoraveis interacdes
polares entre o carboxilato, presente na maioria dos ligantes, e o braco | do LBP®. Dos
compostos identificados, 0 4 e o 11 apresentaram dificuldades na solubilizacdo em DMSO e

foram removidos dos ensaios posteriores.

5.1.2 ThermoFluor

Com o intuito de verificar a estabilizacdo da proteina apds a formacdo do complexo
com os ligantes, ensaios de ThermoFluor foram realizados com as moléculas supracitadas.
Infelizmente, a estabilizacdo dos complexos resultou em apenas alteragdes minimas no Tm do
PPARy. O receptor na forma apo, com apenas DMSQO, utilizado como veiculo, tem um Tm de

48 °C, enquanto que em complexo com o TZD rosiglitazona o Tm resultou em 49 °C.

A maioria dos ligantes testados resultou em valores de Tm entre 46 °C e 47 °C, o que
ndo permitiu uma defini¢do clara se estes compostos estavam ligados ou ndo ao PPARy. No
entanto, os ligantes 10 e 15 puderam ser identificados com clareza quanto a sua ligacdo ao
receptor, pois conseguiram estabilizar o PPARy com valores de Tm de 49 °C e 53 °C. A
ligagdo foi verificada devido esses valores serem maiores do que o da proteina apo. A Figura

32 mostra as curvas de todos os ligantes testados.
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5.1.3 Ensaio competitivo

Os 13 compostos soliveis em DMSO também foram testados quantitativamente

guanto a sua capacidade de ligar-se ao PPARy. Para alguns destes ligantes, a fluorescéncia

intrinseca ou a absorbancia no comprimento de onda de emissdo do Fluormone causou uma

ambiguidade nos resultados. Quando isso ocorreu, os ligantes foram considerados como néo

ligados. Para todos os compostos, 0s ensaios foram realizados em duplicatas com

concentracdes que variaram de 17 nM a 3 mM, de acordo com a solubilidade permitida em

cada ligante.
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Figura 32- Grafico do ThermoFluor para os compostos identificados como ligantes do PPARy. A primeira
derivada dos dados de fluorescéncia de ThermoFluor (dF/dT) versus a temperatura para os treze
compostos soluveis, rosiglitazona (controle positivo) € o receptor na forma apo. A linha vertical
marca o ponto de inflexdo dos compostos 10 (Ty=49°C), 15 (T=53°C) e rosiglitazona (Ty=49°C).

Fonte: Adaptada de Da Silva ez al.¥

Os dados de polarizagdo de fluorescéncia foram plotados em um modelo de

competicdo com um unico sitio e os valores de 1Cso foram ajustados a partir dos dados
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experimentais. Trés compostos foram identificados claramente como ligantes dos PPARYy,
com valores de 1Cso menor que 10 uM. O composto 7 liga-se ao PPARy com ICsq de 2,2 uM,
0 composto 8 apresenta um ICsg de 5,1 uM e finalmente o composto 15 com 1Csp de 1,1 uM.
Como controle positivo foi utilizada a rosiglitazona, o seu ICsy também foi determinado e

apresentou um valor de 0,159 uM. (Figura 33 e Tabela 3).
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Figura 33- Graficos dos ensaios de competi¢do de fluorescéncia de polarizagdo. Os dados sdo referentes a

rosiglitazona (superior a esquerda), ligante 7 (superior a direita), ligante 8 (inferior a esquerda) e
ligante 15 (inferior a direita).

Fonte: Adaptada de Da Silva ez al. ®
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Tabela 3- Valores experimentais do ICs, para fluorescéncia de polarizagdo extraidos dos graficos da

Figura 33.
Ligante ICso (1 M) Ajuste R
Rosiglitazona 0,159 £ 0,065 0,938
7 2,223+ 0,733 0,955
8 5,132 + 3,440 0,947
15 1,144 + 0,369 0,967

Fonte: Adaptada de Da Silva et al.”

5.1.4 Cristalizacéo e coleta de dados do complexo PPARy-LBD:16

Em paralelo a caracterizacdo dos ligantes identificados por docking, também foram
realizados ensaios de cristalizacdo com os 13 compostos soliveis em DMSO. Um dos
compostos mais promissores no docking foi o ligante 16. Esse composto possui em uma de
suas extremidades um grupo tetrazol (anel A) que durante o experimento in silico foi
posicionado no braco | do LBP, unico brago do LBP com caracteristicas polares. O ligante 16
interage com a proteina e forma trés ligacdes de hidrogénio com os residuos S289 (H3), H323
(H4) e Y327 (H5) (Figura 34). Os anéis aromaticos, aqui representados como B e C, ocupam

o0 braco Il do LBP e interagem com o receptor por interac@es hidrofébicas.

H4-5
' 8
&
H10 Al
Y Tyr327
H323 @
'®)
: %@ Ser289 “\&
His449 AN Fitas-p
Tyr473 X i %
Cys285 K \
H12 ’
H3

Figura 34- Interacdes preditas por docking molecular entre o ligante 16 ¢ o receptor nuclear PPARy. As
ligagdes de hidrogénios sdo mostradas em linhas pretas pontilhadas.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Este primeiro indicio de ligacdo do composto 16 ao PPARy ndo era suficiente para
afirmar que esse ligante realmente era capaz de ligar-se ao receptor. Portanto, uma abordagem
estrutural foi conduzida para avaliar o potencial do composto 16 como um agonista do
PPARYy. Inicialmente, foi realizada uma caracterizagdo por ensaios de ThermoFluor e
fluorescéncia de polarizagdo, porém os resultados foram inconclusivos (dados nao
demonstrados). Em paralelo a estes experimentos, ensaios de cristalizacdo foram realizados
com o composto 16. Surpreendentemente, somente apds 30 dias de montado o sistema,
cristais do complexo PPARy-LBD:16 cresceram em diversas concentragdes de citrato de
sodio tribasico e em diferentes valores de pH. O cristal selecionado para coleta cresceu na
condi¢do com 0,9 M de citrato de sodio tribasico, 100 mM de hepes pH 7,0 (Figura 35A).

Apesar de o cristal ter sido crioprotegido com uma solugdo contendo 15% (v/v) de
etilenoglicol, o conjunto de dados apresentou as raias caracteristicas de anéis de gelo,
indicando uma possivel falha na manipulacdo do cristal até a montagem para a coleta (Figura

35B). Os demais dados da coleta e refinamento encontram-se naTabela 4.

B

Figura 35- Cristais e padrdo de difracao da proteina PPARy-LBD complexado com o ligante 16. (A) Cristais
utilizados na difrag@o por raios-X. Estes cristais cresceram utilizando a técnica de difusdo de vapor
com a gota pendurada e a condi¢do de cristalizagdo continha 0,9 M de citrato de sodio tribasico,
100 mM hepes pH 7,0. (B) Padrdo de difragdo do complexo PPARy-LBD:16, a resolugdo maxima
obtida foi de 2,2 A.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 4- Estatisticas cristalograficas da coleta e refinamento do PPARy-LBD complexado com o

ligante 16.

Parametros

PPARY:16

Coleta de Dados
Comprimento de onda/Linha
Grupo especial

Parametros da cela unitaria

Resolucéo (A)
<lo(l)>
Multiplicidade
Completeza

Rmerge®

Numero de moléculas na U. A.

Numero de reflexdes Unicas
Refinamento
Rfactor/Rfree

B-factor médio

RMSD de ligagéo, A
RMSD de angulo, °
Ramachandran plot (%)
Regido favoravel

Regido permitida

Regido ndo permitida

Clashscore

1,459/LNLS-MX2
c2
92,94, 62,26, 118,50, A
90,00, 101,94, 90,00 °
45,47-2,20 (2,27 — 2,20)
16,68 (2,84)
4.2 (3,8)
94,77 (84,84)
0,042 (0,391)
2
32124

22,56/26,55
63,30
0,004
0,65

98
2
0

6,11

SRmerge = Y hkl i |lithkl) — <I(hkl)>, onde li(hkl) é a intensidade observada para I(hkl) e <I(hkl)>
é a média das intensidades. Entre parénteses os valores referentes & camada mais externa de
resolucéo.

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.1.5 Determinagéo estrutural e refinamento

O complexo estrutural PPARy-LBD:16 foi determinado no grupo espacial C2 e
coletado a uma resolucdo méaxima de 2.2 A. Na unidade assimétrica duas moléculas foram
observadas, denominadas de cadeia A e B (Figura 36). Em cada cadeia foi identificada uma
densidade caracteristica do ligante 16, no qual o modo de ligagdo deste ligante ¢ dependente

do estado conformacional da H12 como ilustrado na Figura 37 e Figura 38.
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Cadeia A Cadeia B

= =

Figura 36- Estrutura do PPARy-LBD complexada ao ligante 16. Representacdo do dimero na unidade
assimétrica do PPARy-LBD com o ligante 16. As hélices-o da cadeia A (conformagdo ativa) estdo
representadas em azul ¢ as da cadeia B (conformagdo inativa) em amarelo, as H12 sdo mostradas
em lilas. O ligante 16 em ambas as cadeias estdo representados em verde e sticks.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Como era de se esperar para esta condi¢do de cristalizacdo e grupo espacial, a H12
da cadeia A estd na conformacdo ativa e, portanto, encontra-se fechada sob o corpo do
receptor. O ligante 16 ocupa o LBP sem interagir diretamente com a Tyr473 da H12, esse
contato ¢ mediado por uma ligacdo de hidrogénio entre a molécula de agua e o grupo
tetrazol do ligante 16. Todas as demais ligagdes de hidrogénio que estabilizam o ligante,
também sdo mediadas por esta molécula de dgua. As interagdes realizadas pela molécula de
agua envolvem os residuos H323 (H4), H449 (H11) e Y473 (H12) (Figura 37).

A distancia entre a molécula de dgua e o atomo N4, presente no anel tetrazol do
ligante, ¢ de 3,5 A. As demais ligacdes de hidrogénio interagem com a molécula de 4gua
com uma distancia de 2,8 A para o grupo OH da Y473, 3,4 A para o Ne da H449 e
finalmente 3,6 A para o Ne da H323. Essas interagdes comprovam a divergéncia entre o
modelo identificado por docking e o cristalografico. Em ambos os modelos, o grupo
tetrazol ocupa o brago I do bolsdo de ligacdo. Porém, na posi¢do do docking o ligante 16

interage diretamente com os residuos pertencentes a proteina, enquanto que na estrutura
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cristalografica ha uma molécula de 4gua que ajuda a manter as ligacdes de hidrogénio entre
os residuos e o anel tetrazol do ligante. Essa diferenca proporciona ao ligante 16 da
estrutura cristalografica um deslocamento nos anéis aromaticos B e C, permitindo que estes
anéis fagam interagdes hidrofobicas com as fitas-f do receptor. Interagcdes essas que

geralmente estdo presentes nos agonistas parciais do PPARy.

His323

Figura 37- Detalhes estruturais do complexo PPARy-LBD:16 na conformagédo ativa. A estrutura do ligante em
linhas representa a conformagdo do docking, enquanto as em sticks representa a conformagio
cristalografica com a densidade experimental em torno do ligante. O omit map também ¢é mostrado
em 2Fo-Fc com 1,06 em torno do ligante. A H12 esta colorida em ciano.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na cadeia B, a H12 encontra-se na conformag¢do inativa (aberta) e o anel tetrazol do
ligante 16 estd rotacionado para a dire¢do da H3. Essa ocupagdo do ligante permite que ele
mantenha duas ligagcdes de hidrogénios com o NH1 e NH2 da R288. Os anéis aromaticos B e
C mantém conformagdes similares as do modelo do docking entre a H3 e as fitas-ff do PPARy-
LBD. Essa mudanca conformacional, de fechada para aberta, ocorre provavelmente devido
aos contatos cristalinos que H12 realiza com a molécula vizinha na regido do sitio de ligagéo
do coativador, como descrito no capitulo 4. Essa ligacdo faz com que a H12 perca importantes
interacdes, alterando visivelmente o0 modo de ligacdo do ligante 16. Nesta situacdo, o ligante

faz uma forte interacdo polar com a R288 (Figura 38).
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Figura 38- Detalhes estruturais do complexo PPARy-LBD:16 na conformacao inativa. Cadeia B do complexo
PPARY:16. Apenas a Arg288 realiza ligagdes de hidrogénio com o ligante 16. O omit map também
¢ mostrado em 2Fo-Fc com 1,06 em torno do ligante. A H12 esta colorida em ciano.

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2 Discussao

A recente retirada do mercado da rosiglitazona tem levantado a discursao da seguranca
dessa classe de farmacos e, se os demais farmacos que atuam via ativagdo do PPARy ainda
podem ser considerados confiaveis para o uso clinico.

Descobertas recentes sugerem que o desenvolvimento de novos moduladores do
PPARy inclua duas diferentes estratégias. A primeira esta relacionada com a ativacdo deste
receptor por agonistas parciais independentes da H12 e que possam bloquear a fosforilagéo da
Ser273 pela Cdk5. A fosforilagdo dessa serina esta relacionada com alteracGes na expresséo
de uma magnitude genes que estdo envolvidos com a obesidade e a resisténcia a insulina®® ™.
Assim, o desenvolvimento de moduladores capazes de ligar-se ao PPARy sem ativagao total
ao receptor, somado a inibicao da fosforilagdo da Ser273 pode ser uma estratégia interessante
no desenvolvimento de farmacos sensibilizadores insulinicos, sem causar ganho de peso. A

outra estratégia envolve a ativacdo subméxima do receptor. Alguns agonistas parciais, tais
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como PAT5A™, 3-benzisoxazoil'® e balaglitazona'?®, exibem efeitos hipoglicemiantes com
atividade adipogénica reduzida.

A descoberta de ligantes com pelo menos uma das caracteristicas citadas acima tem
levada uma busca racional por novos agonistas do PPARYy. O estudo utilizando o docking tem
sido de grande valia para identificar inicialmente estes possiveis agonistas parciais'*’. Nesta
tese, 16 possiveis ligantes do PPARy foram identificados por docking. Para confirmar a
habilidade destes ligantes em interagir com o PPARy, os mesmos foram caracterizados por
técnicas biofisicas, tais como o ThermoFluor que identificou os ligantes 10 e 15.
Adicionalmente, o ensaio competitivo por fluorescéncia de polarizagéo identificou os ligantes
7, 8 e 15. O ICsy para 0s compostos 7, 8 e 15 (Tabela 3) sdo valores correspondentes a

ligantes de afinidade moderada'®®

. Finalmente, o ligante 16 foi cristalizado e teve sua
estrutura resolvida por difracdo de raios-X.

O LBP do PPARy ¢ um dos maiores da superfamilia dos receptores nucleares e
acomoda ligantes de diferentes tamanhos e com diferentes grupos funcionais>'®**. Qs
ligantes 8 e 16 possuem em suas estruturas o grupo tetrazol. Esse grupo é formado por um
anel de quatro atomos de nitrogénio e um atomo de carbono. Recentemente, Casimiro-Garcia

e colaboradores'®

identificou esse grupo como ligante do PPARy. O anel tetrazol € um
bioiséstero do grupo carboxilato, um grupo funcional comumente presente nos agonistas do
PPARy. Nas estruturas dos PPARs, o carboxilato interage com a H12 formando uma rede de
ligacBes de hidrogénio que ajudam na estabilizacdo do ligante*%!?°. Os demais ligantes aqui
identificados e caracterizados representam grupos funcionais que normalmente sdo descritos
como ligantes do PPARy’#!8,

Alguns agonistas parciais sdo capazes de ativar o receptor sem estabilizar a HI12''*. O
agonista parcial MRL-24 ¢ um exemplo desses agonistas. Este ligante liga-se ao PPARYy entre
a H3 e as fitas-f, provocando uma maior estabilizacdo nestas regides. Para verificar essa
estabilizacdo foram utilizados experimentos de troca de hidrogénio-deutério analisadas por
espectrometria de massas. Um modo de ligacdo com uma ocupacao similar € observado para

amorfrutinas'>* 3!

e para ligantes do tipo carboxamidas'*.

Diante da gama de informagdes estruturais disponiveis sobre o modo de ligacdo do
PPARY, podemos agrupar os ligantes em dois grupos distintos. No primeiro grupo, o padrdo
de ligacdao envolve interagdes polares entre o residuo Tyr473 da H12 com grupos polares
presentes na estrutura quimica do ligante. Outras interagdes polares neste grupo sdo as que
envolvem os residuos S289 (H3), H323 (H4), Y327 (H5) e H449 (H11) presentes no brago I

do LBP. Na maioria dos casos, os ligantes que obedecem este padrao possuem alta afinidade
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pelo receptor e promovem uma ativagdo completa do mesmo. O segundo grupo de ligantes
ndo interage diretamente com a HI2 ou interage de forma indireta, apresentando afinidade
moderada e nao promovendo a ativagdo completa do receptor. Estes ligantes atuam
principalmente estabilizando as fitas-B por meio de interacdes hidrofobicas'*.

O modo de ligagdo descrito aqui para o ligante 16 permite classifica-lo no segundo
grupo, pois 0 mesmo ndo interage diretamente com a H12 e estabiliza as fitas-f§ por meio de
diversas interagdes hidrofobicas. Esse padrao de ligagdo também € visto para os agonistas
parciais INT131'*, amorfrutina 2 e amorfrutina B'*’. Da mesma forma que acontece com o
ligante 16, o INT131 necessita de uma molécula de 4gua para mediar o contato com a Tyr473
da H12. Esse ligante tem a capacidade ativar o PPARY mesmo quando a Tyr473 é mutada por
uma Alanina. O agonismo parcial do INT131 resulta em uma redu¢do nos niveis de glicose
sem causar edema e outros efeitos colaterais caracteristicos dos agonistas totais TZDs'**.

Diferente do ligante 16 e do INT131, as amorfrutinas 2 e B utilizam as moléculas de
agua para interagir com as fitas-f ¢ com a Arg288 da H3. As amorfrutinas sdo agonistas
parciais independentes da H12 que tem um alto potencial no tratamento da diabetes do tipo 2.
Estudos de expressdo génica mostraram que estas amorfrutinas atuam na regulagao de uma
diversidade de genes envolvidos com a obesidade e a sindrome metabolica'®".

Apesar de nao terem sido realizados estudos in vivo com o ligante 16, efeitos
hipoglicemiantes foram descritos para compostos similares a esse composto. Quando esses
compostos foram utilizados em dose unica por dois dias consecutivos em ratos ob/ob, os
efeitos foram similares ao TZD ciglitazona. Porém esses efeitos s6 foram observados quando

J .. . 1 A .
utilizadas altas doses dos compostos similares ao ligante 16'*°. Estas evidéncias sugerem que

o ligante 16 pode ter um efeito hipoglicemiante in vivo, via ativagdo do PPARY.
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Capitulo 7

“Injustice anywhere is a threat to justice everywhere."

Martin Luther King, Jr
Prémio Nobel da Paz em 1964
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6 CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

A fisiologia dos PPARs apresenta um papel importante na regulagcdo do metabolismo
da glicose e lipidios, além de agir como alvo para farmacos no tratamento da dislipidemia e
diabetes do tipo 2. Os farmacos comercializados para atuar modulando o PPARa ¢ PPARYy
s80 agonistas totais bastante efetivos, porém com efeitos colaterais bem acentuados. Esses
efeitos, muitas vezes podem levar & morte ou morbidade dos pacientes. A existéncia de um
farmaco que atue regulando os niveis de lipidios e glicose via ativacao do PPARa ¢ PPARYy,

tem atraido um grande interesse da industria farmacéutica.

Nesse panorama, esse trabalho apresentou estudos sobre o GL479, um agonista dual
com caracteristicas estruturais Unicas em relacdo aos demais que tiveram suas estruturas
determinadas. O primeiro fato que nos chamou a atencédo sobre esse ligante, foi a diferenca no
modo de ligacdo do GL479 na estrutura do PPARa-LBD e na estrutura do PPARy-LBD.
Nenhum dos outros agonistas duais PPARo/y, que tiveram suas estruturas resolvidas,

apresentaram essa diferenca no modo de ligacéo.

Somado a isso, os detalhes estruturais encontrados principalmente na estrutura do
complexo PPARy-LBD:GL479 surge como uma alternativa na busca de agonistas duais ou,
até mesmo, de moduladores seletivos do PPARy. A conformacdo em forma de S adotada pelo
GL479 na estrutura do PPARy difere da conformacdo em U dos agonistas totais.
Provavelmente, a conformacdo do ligante em forma de S resulta em um menor recrutamento
de proteinas coativadoras que o0s ligantes que adotam a conformacdo em U.
Consequentemente, esse menor recrutamento poderia eliminar varios efeitos associados ao
recrutamento total dos coativadores pelos agonistas totais, que adotam uma conformacdo em
U em suas estruturas cristalograficas. Contudo, estudos funcionais devem ser conduzidos para

confirmar a importancia destes achados.

Neste trabalho, também foram identificados por docking 16 compostos, dos quais 4
foram caracterizados por técnicas biofisicas. Com os potentes efeitos adversos atribuidos aos
TZDs, novos grupos funcionais que levem a uma melhor tolerancia pode ser uma alternativa
no tratamento da diabetes do tipo 2. Destes 16 compostos identificados por docking, alguns
compostos apresentaram o grupo tetrazol, um grupo funcional pouco comum encontrado nos
ligantes de PPARY.
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Um desses ligantes, com esse grupo funcional, foi co-cristalizado e teve sua estrutura
resolvida. As ligacOes de hidrogénios que estabilizaram esse composto dentro do LBP foram
mediadas por uma molécula de adgua. Essa molécula de agua impede um contato direto do
ligante com a H12. Este modo de ligacdo tem sido visto para agonistas parciais, pois no geral

agonistas parciais ndo interage diretamente com a H12.

O conjunto de informagOes estruturais, aqui apresentados para os PPARs, foi de
grande valia para entender um pouco mais sobre o modo de ligacdo desses receptores
nucleares. Apesar de haver muitas estruturas depositadas para estes receptores, alguns
complexos apresentados nesta tese possuem caracteristicas unicas que poderdo ser atil no
desenvolvimento de moduladores seletivos com efeitos terapéuticos similares aos que ja estdo

disponiveis clinicamente, porém com efeitos colaterais reduzidos.



111

REFERENCIAS

1 ECKEL, R. H.; GRUNDY, S. M.; ZIMMET, P. Z. The metabolic syndrome. Lancet, v.
365, n. 9468, p. 1415-1428, 2005.

2 LEE, C. H.; OLSON, P.; EVANS, R. M. Minireview: lipid metabolism, metabolic diseases,
and peroxisome proliferator-activated receptors. Endocrinology, v. 144, n. 6, p. 2201-2207,
2003.

3 BARISH, G. D.; NARKAR, V. A.; EVANS, R. M. PPAR delta: a dagger in the heart of the
metabolic syndrome. Journal of Clinical Investigation, v. 116, n. 3, p. 590-597, 2006.

4 CORNIER, M. A. et al. The metabolic syndrome. Endocrine Reviews, v. 29, n. 7, p. 777-
822, 2008.

5 WILD, S. et al. Global prevalence of diabetes: estimates for the year 2000 and projections
for 2030. Diabetes Care, v. 27, n. 5, p. 1047-1053, 2004.

6 ZIMMET, P.; ALBERTI, K. G.; SHAW, J. Global and societal implications of the diabetes
epidemic. Nature, v. 414, n. 6865, p. 782-787, 2001.

7 RANG, H. P. et al. Farmacologia. 5. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2004. 904p.

8 MISRA, A.; KHURANA, L. Obesity and the metabolic syndrome in developing countries.
Journal of Clinical Endocrinology Metabolism, v. 93, n. 11, p. S9-S30, 2008. Supplement
1.

9 HASLAM, D. W.; JAMES, W. P. Obesity. Lancet, v. 366, n. 9492, p. 1197-1209, 2005.

10 KAHN, S. E.; HULL, R. L.; UTZSCHNEIDER, K. M. Mechanisms linking obesity to
insulin resistance and type 2 diabetes. Nature, v. 444, n. 7121, p. 840-846, 2006.



112

11 YESSOUFOU, A.; WAHLI, W. Multifaceted roles of peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARS) at the cellular and whole organism levels. Swiss Medical Weekly, v. 140,
p. wl3071, 2010. doi: 10.4414/smw.2010.13071.

12 NAGY, L.; SCHWABE, J. W. Mechanism of the nuclear receptor molecular switch.
Trends in Biochemical Sciencies, v. 29, n. 6, p. 317-324, 2004.

13 MANGELSDOREF, D. J. et al. The nuclear receptor superfamily: the second decade. Cell,
v. 83, n. 6, p. 835-839, 1995.

14 BOGAN, A. A.; COHEN, F. E.; SCANLAN, T. S. Natural ligands of nuclear receptors
have conserved volumes. Nature Structural Biology, v. 5, n. 8, p. 679-681, 1998.

15 CHEN, T. Nuclear receptor drug discovery. Current Opinion in Chemical Biology, v.
12, n. 4, p. 418-426, 2008.

16 NETTLES, K. W.; GREENE, G. L. Ligand control of coregulator recruitment to nuclear
receptors. Annual Review of Physiology, v. 67, p. 309-333, 2005.

17 ARANDA, A.; PASCUAL, A. Nuclear hormone receptors and gene expression.
Physiological Reviews, v. 81, n. 3, p. 1269-1304, 2001.

18 HUANG, P.; CHANDRA, V.; RASTINEJAD, F. Structural overview of the nuclear
receptor superfamily: insights into physiology and therapeutics. Annual Review of
Physiology, v. 72, p. 247-272, 2010.

19 HELSEN, C.; CLAESSENS, F. Looking at nuclear receptors from a new angle. Molecular
and Cellular Endocrinology, v. 382, n. 1, p. 97-106, 2014.

20 CHANDRA, V. et al. Structure of the intact PPAR-gamma-RXR-alpha nuclear receptor
complex on DNA. Nature, v.456, n. 7220, p. 350-356, 2008.



113

21 CHANDRA, V. et al. Multidomain integration in the structure of the HNF-4a nuclear
receptor complex. Nature, v. 495, n. 7441, p. 394-398, 2013.

22 RENAUD, J. P.; MORAS, D. Structural studies on nuclear receptors. Cellular and
Molecular Life Sciences, v. 57, n. 12, p. 1748-1769, 2000.

23 AAGAARD, M. M.; SIERSBAK, R.; MANDRUP, S. Molecular basis for gene-specific
transactivation by nuclear receptors. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1812, n. 8, p. 824-
835, 2011.

24 WEATHERMAN, R. V.; FLETTERICK, R. J.; SCANLAN, T. S. Nuclear-receptor ligands
and ligand-binding domains. Annual Review of Biochemistry, v. 68, p. 559-581, 1999. doi:
10.1146/annurev.biochem.68.1.559.

25 YEN, P. M. Physiological and molecular basis of thyroid hormone action. Physiological
Reviews, v. 81, n. 3, p. 1097-1142, 2001.

26 ANBALAGAN, M. et al. Post-translational modifications of nuclear receptors and human
disease. Nuclear Receptor Signaling, v. 10, p. €001, 2012. doi: 10.1621/nrs.10001.

27 CLINCKEMALIE, L. et al. The hinge region in androgen receptor control. Molecular
and Cellular Endocrinology, v. 358, n. 1, p. 1-8, 2012.

28 RIBEIRO, R. C. et al. X-ray crystallographic and functional studies of thyroid hormone
receptor. Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, v. 65, n. 1-6, p. 133-
1341, 1998.

29 GLASS, C. K.; ROSE, D. W.; ROSENFELD, M. G. Nuclear receptor coactivators.
Current Opinion in Cell Biology, v. 9, n. 2, p. 222-232, 1997.

30 JEYAKUMAR, M.; TANEN, M. R.; BAGCHI, M. K. Analysis of the functional role of
steroid receptor coactivator-1 in ligand-induced transactivation by thyroid hormone receptor.
Molecular Endocrinology, v. 11, n. 6, p. 755-67, 1997.



114

31 FENG, W. et al. Hormone-dependent coactivator binding to a hydrophobic cleft on
nuclear receptors. Science, v. 280, n. 5370, p. 1747-9, 1998.

32 RIBEIRO, R. C.; KUSHNER, P. J.; BAXTER, J. D. The nuclear hormone receptor gene
superfamily. Annual Review of Medicine, v. 46, p. 443-453, 1995.

33 MCKENNA, N. J.; LANZ, R. B.; O’'MALLEY, B. W. Nuclear receptor coregulators:
cellular and molecular biology. Endocrine Reviews, v. 20, n. 3, p. 321-344, 1999.

34 MCKENNA, N. J.; O'MALLEY, B. W. Minireview: nuclear receptor coactivators--an
update. Endocrinology, v. 143, n. 7, p. 2461-2465, 2002.

35 BOURGUET, W. et al. Crystal structure of the ligand-binding domain of the human
nuclear receptor RXR-alpha. Nature, v. 375, n. 6530, p. 377-382, 1995.

36 RENAUD, J. P. et al. Crystal structure of the RAR-gamma ligand-binding domain bound
to all-trans retinoic acid. Nature, v. 378, n. 6558, p. 681-689, 1995.

37 BOURGUET, W.; GERMAIN, P.; GRONEMEYER, H. Nuclear receptor ligand-binding
domains: three-dimensional structures, molecular interactions and pharmacological
implications. Trends in Pharmacological Sciences, v. 21, n. 10, p. 381-388, 2000.

38 SONODA, J.; PEI, L.; EVANS, R. M. Nuclear receptors: decoding metabolic disease.
FEBS Letters, v. 582, n. 1, p. 2-9, 2008.

39 GIGUERE, V. Orphan nuclear receptors: from gene to function. Endocrine Reviews, v.
20, n. 5, p. 689-725, 1999.

40 KREY, G. et al. Fatty acids, eicosanoids, and hypolipidemic agents identified as ligands
of peroxisome proliferator-activated receptors by coactivator-dependent receptor ligand assay.
Molecular Endocrinology, v. 11, n. 6, p. 779-791, 1997.



115

41 GLASS, C. K.; OGAWA, S. Combinatorial roles of nuclear receptors in inflammation and
immunity. Nature Reviews Immunology, v. 6, n. 1, p. 44-55, 2006.

42 PETERS, J. M.; SHAH, Y. M.; GONZALEZ, F. J. The role of peroxisome proliferator-
activated receptors in carcinogenesis and chemoprevention. Nature Reviews Cancer, v. 12,
n. 3, p. 181-195, 2012.

43 VAN RAALTE, D. H. et al. Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-alpha: a
pharmacological target with a promising future. Pharmaceutical Research, v. 21, n. 9, p.
1531-1538, 2004.

44 BERGER, J.; MOLLER, D. E. The mechanisms of action of PPARs. Annual Review of
Medicine, v. 53, p. 409-435, 2002. doi: 10.1146/annurev.med.53.082901.104018.

45 KOTA, B. P,; HUANG, T. H.; ROUFOGALIS, B. D. An overview on biological
mechanisms of PPARs. Pharmacological Research, v. 51, n. 2, p. 85-94, 2005.

46 HARMON, G. S.; LAM, M. T.; GLASS, C. K. PPARs and lipid ligands in inflammation
and metabolism. Chemical Reviews, v. 111, n. 10, p. 6321-6340, 2011.

47 ZOETE, V.; GROSDIDIER, A.; MICHIELIN, O. Peroxisome proliferator-activated
receptor structures: ligand specificity, molecular switch and interactions with regulators.
Biochimica et Biophysica Acta, v. 1771, n. 8, p. 915-925, 2007.

48 WILLSON, T. M. et al. The PPARs: from orphan receptors to drug discovery. Journal of
Medicinal Chemistry, v. 43, n. 4, p. 527-550, 2000.

49 FRANCIS, G. A. et al. Nuclear receptors and the control of metabolism. Annual Review
of Physiology, v. 65, p. 261-311, 2003. doi: 10.1146/annurev.physiol.65.092101.142528

50 ISSEMANN, I.; GREEN, S. Activation of a member of the steroid hormone receptor
superfamily by peroxisome proliferators. Nature, v. 347, n. 6294, p. 645-650, 1990.



116

51 WANG, Y. X. PPARs: diverse regulators in energy metabolism and metabolic diseases.
Cell Research, v. 20, n. 2, p. 124-137, 2010.

52 FORMAN, B. M.; CHEN, J.; EVANS, R. M. Hypolipidemic drugs, polyunsaturated fatty
acids, and eicosanoids are ligands for peroxisome proliferator-activated receptors alpha and
delta. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 94, n. 9, p. 4312-4317, 1997.

53 BENSINGER, S. J.; TONTONOZ, P. Integration of metabolism and inflammation by
lipid-activated nuclear receptors. Nature, v. 454, n. 7203, p. 470-477, 2008.

54 MANDARD, S.; MULLER, M.; KERSTEN, S. Peroxisome proliferator-activated receptor
alpha target genes. Cellular and Molecular Life Sciences, v. 61, n. 4, p. 393-416, 2004.

55 SCHUPP, M.; LAZAR, M. A. Endogenous ligands for nuclear receptors: digging deeper.
Journal of Biological Chemistry, v. 285, n. 52, p. 40409-40415, 2010.

56 XU, X. et al. RU486 antagonizes the inhibitory effect of peroxisome proliferator-activated
receptor alpha on interleukin-6 production in vascular endothelial cells. Journal of Steroid
Biochemistry and Molecular Biology, v. 81, n. 2, p. 141-146, 2002.

57 DREYER, C. et al. Control of the peroxisomal beta-oxidation pathway by a novel family
of nuclear hormone receptors. Cell, v. 68, n. 5, p. 879-887, 1992.

58 EVANS, R. M.; BARISH, G. D.; WANG, Y. X. PPARs and the complex journey to
obesity. Nature Medicine, v. 10, n. 4, p. 355-361, 2004.

59 LEE, C. H. et al. PPARdelta regulates glucose metabolism and insulin sensitivity.
Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 103, n. 9, p. 3444-3449, 2006.

60 GREENE, M. E. et al. Isolation of the human peroxisome proliferator activated receptor
gamma cDNA: expression in hematopoietic cells and chromosomal mapping. Gene
Expression, v. 4, n. 4-5, p. 281-299, 1995.



117

61 AUWERX, J. PPARgamma, the ultimate thrifty gene. Diabetologia, v. 42, n. 9, p. 1033-
1049, 1999.

62 LEHMANN, J. M. et al. An antidiabetic thiazolidinedione is a high affinity ligand for
peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR gamma). Journal of Biological
Chemistry, v. 270, n. 22, p. 12953-12956, 1995.

63 FORMAN, B. M. et al. 15-Deoxy-delta 12, 14-prostaglandin J2 is a ligand for the
adipocyte determination factor PPAR gamma. Cell, v. 83, n. 5, p. 803-812, 1995.

64 JIANG, C.; TING, A. T.; SEED, B. PPAR-gamma agonists inhibit production of monocyte
inflammatory cytokines. Nature, v. 391, n. 6662, p. 82-86, 1998.

65 RICOTE, M. et al. The peroxisome proliferator-activated receptor-gamma is a negative
regulator of macrophage activation. Nature, v. 391, n. 6662, p. 79-82, 1998.

66 OLEFSKY, J. M.; SALTIEL, A. R. PPAR gamma and the treatment of insulin resistance.
Trends in Endocrinology & Metabolism, v. 11, n. 9, p. 362-8, 2000.

67 TONTONOZ, P.; SPIEGELMAN, B. M. Fat and beyond: the diverse biology of
PPARgamma. Annual Review of Biochemistry, v. 77, p. 289-312, 2008. doi:
10.1146/annurev.biochem.77.061307.091829.

68 TONTONOZ, P.; HU, E.; SPIEGELMAN, B. M. Stimulation of adipogenesis in
fibroblasts by PPAR gamma 2, a lipid-activated transcription factor. Cell, v. 79, n. 7, p. 1147-
1156, 1994.

69 CHOI, J. H. et al. Anti-diabetic drugs inhibit obesity-linked phosphorylation of
PPARgamma by Cdk5. Nature, v. 466, n. 7305, p. 451-456, 2010.

70 CHOI, J. H. et al Antidiabetic actions of a non-agonist PPARy ligand blocking Cdk5-
mediated phosphorylation. Nature, v. 477, n. 7365, p. 477-481, 2011.



118

71 LEHMANN, J. M. et al. Peroxisome proliferator-activated receptors alpha and gamma are
activated by indomethacin and other non-steroidal anti-inflammatory drugs. Journal of
Biological Chemistry, v. 272, n. 6, p. 3406-3410, 1997.

72 WAKU, T. et al. The nuclear receptor PPARgamma individually responds to serotonin-
and fatty acid-metabolites. EMBO Journal, v. 29, n. 19, p. 3395-3407, 2010.

73 LALLOYER, F.; STAELS, B. Fibrates, glitazones, and peroxisome proliferator-activated
receptors. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology, v. 30, n. 5, p. 894-899,
2010.

74 GUERRE-MILLO, M. et al. Peroxisome proliferator-activated receptor alpha activators
improve insulin sensitivity and reduce adiposity. Journal of Biological Chemistry, v. 275, n.
22, p. 16638-16642, 2000.

75 BARTER, P. J.; RYE, K. A. Is there a role for fibrates in the management of dyslipidemia
in the metabolic syndrome? Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology, v. 28, n.
1, p. 39-46, 2008.

76 HENKE, B. R. Peroxisome proliferator-activated receptor alpha/gamma dual agonists for
the treatment of type 2 diabetes. Journal of Medicinal Chemistry, v. 47, n. 17, p. 4118-
4127, 2004.

77 NATHAN, D. M. et al. Medical management of hyperglycemia in type 2 diabetes: a
consensus algorithm for the initiation and adjustment of therapy: a consensus statement of the
American Diabetes Association and the European Association for the Study of Diabetes.
Diabetes Care, v. 32, n. 1, p. 193-203, 2009.

78 CARIOU, B.; CHARBONNEL, B.; STAELS, B. Thiazolidinediones and PPARy agonists:
time for a reassessment. Trends in Endocrinology and Metabolism, v. 23, n. 5, p. 205-215,
2012.

79 KAHN, S. E. et al. Glycemic durability of rosiglitazone, metformin, or glyburide
monotherapy. New England Journal of Medicine, v. 355, n. 23, p. 2427-2443, 2006.



119

80 BALAKUMAR, P. et al. PPAR dual agonists: are they opening Pandora’s Box?
Pharmacological Research, v. 56, n. 2, p. 91-98, 2007.

81 HENKE, B. R. Peroxisome proliferator-activated receptor alpha/gamma dual agonists for
the treatment of type 2 diabetes. Journal of Medicinal Chemistry, v. 47, n. 17, p. 4118-
4127, 2004.

82 BENARDEAU, A. et al. Aleglitazar, a new, potent, and balanced dual PPARalpha/gamma
agonist for the treatment of type Il diabetes. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v.
19, n. 9, p. 2468-2473, 2009.

83 CAVENDER, M. A.; LINCOFF, A. M. Therapeutic potential of aleglitazar, a new dual
PPAR-a/y agonist: implications for cardiovascular disease in patients with diabetes mellitus.
American Journal of Cardiovascular Drugs, v. 10, n. 4, p. 209-216, 2010.

84 FIEVET, C.; FRUCHART, J. C.; STAELS, B. PPARalpha and PPARgamma dual agonists
for the treatment of type 2 diabetes and the metabolic syndrome. Current Opinion in
Pharmacology, v. 6, n. 6, p. 606-14, 2006.

85 NAINGGOLAN, L. All trials of diabetes drug aleglitazar are abandoned. 2013. Disponivel
em: <http://www.medscape.com/viewarticle/807585>. Acesso em: 10 jan. 2014.

86 FRUCHART, J. C. Selective peroxisome proliferator-activated receptor a modulators
(SPPARMOa): the next generation of peroxisome proliferator-activated receptor a-agonists.
Cardiovascular Diabetology, v. 12, p. 82, 2013. d0i:10.1186/1475-2840-12-82.

87 GIAMPIETRO, L. et al. Synthesis and structure-activity relationships of fibrate-based
analogues inside PPARs. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 22, n. 24, p. 7662-
7666, 2012.

88 IRWIN, J. J. et al. ZINC: a free tool to discover chemistry for biology. Journal of
Chemical Information and Modeling, v. 52 n. 7, p. 1757-1768, 2012.

89 DA SILVA, F. M. et al. Structure-based identification of novel PPAR gamma ligands.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 23, n. 21, p. 5795-802, 2013.



120

90 POKLAR, N. et al. pH and temperature-induced molten globule-like denatured states of
equinatoxin 1l: a study by UV-melting, DSC, far- and near-UV CD spectroscopy, and ANS
fluorescence. Biochemistry, v. 36, n. 47, p. 14345-14352, 1997.

91 VEDADI, M. et al. Chemical screening methods to identify ligands that promote protein
stability, protein crystallization, and structure determination. Proceedings of the National
Academy of Sciences, v. 103, n. 43, p. 15835-15840, 2006.

92 PANTOLIANO, M. W. et al. High-density miniaturized thermal shift assays as a general
strategy for drug discovery. Journal of Biomolecular Screening, v. 6, n. 6, p. 429-440, 2001.

93 ERICSSON, U. B. et al. Thermofluor-based high-throughput stability optimization of
proteins for structural studies. Analytical Biochemistry, v. 357, n. 2, p. 289-298, 2006.

94 PHILLIPS, K.; DE LA PENA, A. H. The combined use of the Thermofluor assay and
ThermoQ analytical software for the determination of protein stability and buffer optimization
as an aid in protein crystallization. Current Protocols in Molecular Biology, 2011.
Disponivel em: <http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/0471142727.mb1028s94/pdf>.
Acesso em: 25 fev. 2014.

95 NIESEN, F. H.; BERGLUND, H.; VEDADI, M. The use of differential scanning
fluorimetry to detect ligand interactions that promote protein stability. Nature Protocols, v. 2,
n. 9, p. 2212-2221, 2007.

96 MCPHERSON, A. Introduction to macromolecular crystallography. 2nd ed. Hoboken,
Nova Jersey: Wiley-Blackwell, 2009. 267 p.

97 BATTYE, T. G. et al. iIMOSFLM: a new graphical interface for diffraction-image
processing with MOSFLM. Acta Crystallographica D: biological crystallography, v. 67, n.
Pt 4, p. 271-281, 2011.

98 KABSCH, W. XDS. Acta Crystallographica D: biological crystallography, v. 66, n. Pt 2,
p. 125-132, 2010.



121

99 EVANS, P. R. An introduction to data reduction: space-group determination, scaling and
intensity statistics. Acta Crystallographica D: biological crystallography, v. 67, n. Pt 4, p.
282-292, 2011.

100 COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT, N. M. The CCP4 suite: programs
for protein crystallography. Acta Crystallographica D: biological crystallography, v. 50, n.
Pt 5, p. 760-763, 1994.

101 MCCOY, A. J. et al. Phaser crystallographic software. Journal of Applied
Crystallography, v. 40, n. Pt 4, p. 658-674, 2007.

102 SIERRA, M. L. et al. Substituted 2-[(4-aminomethyl)phenoxy]-2-methylpropionic acid
PPARalpha agonists. 1. Discovery of a novel series of potent HDLc raising agents. Journal
of Medicinal Chemistry, v. 50, n. 4, p. 685-695, 2007.

103 PUHL, A. C. et al. Mode of peroxisome proliferator-activated receptor y activation by
luteolin. Molecular Pharmacology, v. 81, n. 6, p. 788-799, 2012.

104 EMSLEY, P.; COWTAN, K. Coot: model-building tools for molecular graphics. Acta
Crystallographica D: biological crystallography, v. 60, n. Pt 12 Pt 1, p. 2126-2132, 2004.

105 ADAMS, P. D. et al. PHENIX: building new software for automated crystallographic
structure determination. Acta Crystallographica D: biological crystallography, v. 58, n. Pt
11, p. 1948-1954, 2002.

106 BRUNGER, A. T. Free R value: a novel statistical quantity for assessing the accuracy of
crystal structures. Nature, v. 355, n. 6359, p. 472-475, 1992.

107 CHEN, V. B. et al. MolProbity: all-atom structure validation for macromolecular
crystallography. Acta Crystallographica D: biological crystallography, v. 66, n. Pt 1, p. 12-
21, 2010.

108 WALLACE, A. C.; LASKOWSKI, R. A.; THORNTON, J. M. LIGPLOT: a program to
generate schematic diagrams of protein-ligand interactions. Protein Engineering, v. 8, n. 2,
p. 127-134, 1995.



122

109 KANTARDIJIEFF, K. A.; RUPP, B. Matthews coefficient probabilities: Improved
estimates for unit cell contents of proteins, DNA, and protein-nucleic acid complex crystals.
Protein Science, v. 12, n. 9, p. 1865-1871, 2003.

110 XU, H. E. et al. Structural determinants of ligand binding selectivity between the
peroxisome proliferator-activated receptors. Proceedings of the National Academy of
Sciences, v. 98, n. 24, p. 13919-13924, 2001.

111 BERNARDES, A. et al. Molecular mechanism of peroxisome proliferator-activated
receptor o activation by WY14643: a new mode of ligand recognition and receptor
stabilization. Journal of Molecular Biology, v. 425, n. 16, p. 2878-93, 2013

112 OYAMA, T. et al. Adaptability and selectivity of human peroxisome proliferator-
activated receptor (PPAR) pan agonists revealed from crystal structures. Acta
Crystallographica D: biological crystallography, v. 65, n. Pt 8, p. 786-795, 2009.

113 EINSTEIN, M. et al. The differential interactions of peroxisome proliferator-activated
receptor gamma ligands with Tyr473 is a physical basis for their unique biological activities.
Molecular Pharmacology, v. 73, n. 1, p. 62-74, 2008.

114 BRUNING, J. B. et al. Partial agonists activate PPARgamma using a helix 12
independent mechanism. Structure, v. 15, n. 10, p. 1258-1271, 2007.

115 NOLTE, R. T. et al. Ligand binding and co-activator assembly of the peroxisome
proliferator-activated receptor-gamma. Nature, v. 395, n. 6698, p. 137-143, 1998.

116 LI, Y. et al. T2384, a novel antidiabetic agent with unique peroxisome proliferator-
activated receptor gamma binding properties. Journal of Biological Chemistry, v. 283, n. 14,
p. 9168-9176, 2008.

117 KALLENBERGER, B. C. et al. A dynamic mechanism of nuclear receptor activation
and its perturbation in a human disease. Nature Structural Biology, v. 10, n. 2, p. 136-140,
2003.



123

118 CRONET, P. et al. Structure of the PPARalpha and -gamma ligand binding domain in
complex with AZ 242; ligand selectivity and agonist activation in the PPAR family.
Structure, v. 9, n. 8, p. 699-706, 2001.

119 GRETHER, U. et al. Design and biological evaluation of novel, balanced dual
PPARalpha/gamma agonists. ChemMedChem, v. 4, n. 6, p. 951-956, 2009.

120 KUWABARA, N. et al. Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARS) have
multiple binding points that accommodate ligands in various conformations: phenylpropanoic
acid-type PPAR ligands bind to PPAR in different conformations, depending on the subtype.
Journal of Medicinal Chemistry, v. 55, n. 2, p. 893-902, 2012.

121 LI, J. et al. Discovery of an oxybenzylglycine based peroxisome proliferator activated
receptor alpha  selective agonist 2-((3-((2-(4-chlorophenyl)-5-methyloxazol-4-
yl)methoxy)benzyl)(methoxycarbonyl)amino)acetic acid (BMS-687453). Journal of
Medicinal Chemistry, v. 53, n. 7, p. 2854-2864, 2010.

122 OON HAN, H. et al. Design and synthesis of oxime ethers of alpha-acyl-beta-
phenylpropanoic acids as PPAR dual agonists. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters,
v. 17, n. 4, p. 937-941, 2007.

123 CALKIN, A. C.; THOMAS, M. C. PPAR agonists and cardiovascular disease in diabetes.
PPAR Research, v. 2008, p. 245410, 2008. doi: 10.1155/2008/245410.

124 MICHALIK, L. et al. International Union of Pharmacology. LXI. Peroxisome
proliferator-activated receptors. Pharmacological Reviews, v. 58, n. 4, p. 726-741, 2006.

125 LIU, K. et al. Selective PPAR gamma modulators with improved pharmacological
profiles. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 15, n. 10, p. 2437-2440, 2005.

126 LARSEN, P. J. et al. Dissociation of antihyperglycaemic and adverse effects of partial
perioxisome proliferator-activated receptor (PPAR-gamma) agonist balaglitazone. European
Journal of Pharmacology, v. 596, n. 1-3, p. 173-179, 2008.



124

127 VIDOVIC, D. et al. A combined ligand- and structure-based virtual screening protocol
identifies submicromolar PPARYy partial agonists. ChemMedChem, v. 6, n. 1, p. 94-103,
2011.

128 GUASCH, L. et al. Identification of PPARgamma partial agonists of natural origin (1):
development of a virtual screening procedure and in vitro validation. PLoS One, v. 7, n. 11,
p. e50816, 2012.

129 CASIMIRO-GARCIA, A. et al. Design, synthesis, and evaluation of imidazo[4,5-
c]pyridin-4-one derivatives with dual activity at angiotensin |1 type 1 receptor and peroxisome
proliferator-activated receptor-y. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 23, n. 3, p.
767-772, 2013.

130 DE GROOQT, J. C. et al. Structural Characterization of Amorfrutins Bound to the
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor y. Journal of Medicinal Chemistry, v. 56, n.4,
p. 1535-1543, 2013.

131 WEIDNER, C. et al. Amorfrutins are potent antidiabetic dietary natural products.
Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 109, n. 19, p. 7257-7262, 2012.

132 HOPKINS, C. et al. Design and synthesis of novel N-sulfonyl-2-indole carboxamides as
potent PPAR-gamma binding agents with potential application to the treatment of
osteoporosis. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 16, n. 21, p. 5659-5663, 2006.

133 MOTANI, A. et al. INT131: a selective modulator of PPAR gamma. Journal of
Molecular Biology, v. 386, n. 5, p. 1301-1311, 2009.

134 LEE, D. H. et al. Selective PPARy modulator INT131 normalizes insulin signaling
defects and improves bone mass in diet-induced obese mice. American Journal of
Physiology — Endocrinology and Metabolism, v. 302, n. 5, p. E552-E560, 2012.

135 KEES, K. L. et al. Perfluoro-N-[4-(1H-tetrazol-5-ylmethyl)phenyl]alkanamides. a new
class of oral antidiabetic agents. Journal of Medicinal Chemistry, v. 32, n. 1, p.11-13, 1989.



125

Anexos

“What is known for certain is dull.”

Max Perutz

Prémio Nobel em Quimica em 1962



126



127

ANEXOS

Bisorganic & Medicinal Chemistry Letters 23 (2013) 5795-5802

Contents lists available at ScienceDirect b b

Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters Q&

journal hoamepage: www.elsevier.com/locate/bmel —

Structure-based identification of novel PPAR gamma ligands @c,mmm

Flivia M. C. da Silva®, Jademilson C. dos Santos®, Jéssica L. 0. Campos©, Ana Carolina Mafud ",
Igor Polikarpov®, Ana Carolina M. Figueira ©, Alessandro S. Nascimento *®*

* Universidade Federal do ABC, Rua Sanfa Adefie, 166 Bangw, Santo Andre, SP 092 10-170, Brazil
b nstituto de Flsica de Sdo Carlos, Av. Trabathador Soacarfense, 400 Centro, S8o Carlas, 5P 13566-570, Brazil
* Lohorardria Necional de Blociéncias (LNEio ), Centro Nacional de Pesquisas em Energia e Materiais (CNPEM/ABTLUS), Compings, 5P, Brazil

ARTICLE INFOQ

ABSTRACT

Article history:

Received 25 May 2013

Rewvised 31 August 2013

Accepted 3 September 2013
Available online 8 Seprember 2013

Keywords:
Docking

PPAR gamma
Virtual screening

Peroxisome proliferator-activated receptor ¢ (PPARY) is a nuclear receptor with an important role in the
glucose metabolism and a target for type 2 diabetes mellitus therapy. The recent findings relating the use
of the receptor full agonist rosiglitazone and the incidence of myocardial infarction raised concerns
regarding whether receptor activation can actually be useful for diabetes management. The discovery
of MRL-24 and GQ-16, ligands that can partially activate PPARy and prevent weight gain and fuid reten-
tion, showed that a submaximal receptor activation can be a goal in the development of new ligands for
FPAR7. Additionally, two previously described receptor antagonists, SRE-202 and BADGE, were also shown
to improve insulin sensitivity and decrease TNF-2 level, revealing that receptor antagonism may also be
an approach to pursue. Here, we used a structure-based approach to screen the subset ‘Drugs-Now’ of
ZINC database. Fifteen ligands were selected after visual inspection and tested for their ability to bind
to PPARY. A benzoimidazol acetate, a bromobenzyl-thio-tetrazol benzoate and a [[2-[(1,3-dioxoinden-
2-ylidene)methyl]phenoxy |methy||benzoate were identified as FPARy ligands, with 1C55 values smaller
than 10 pM. Molecular dynamic simulations showed that the residues H323, H449, Y327, Y473, K367
and 5289 are key structural elements for the molecular recognition of these ligands and the polar arm
of PPARY binding pocket.
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Abstract

Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPAR) are ligand-dependent transcription
factors that control various functions in human organism. The PPARs play key roles in the
control of glucose and lipid metabolism. PPARY is a target of TZD agonists that are used
clinically to improve insulin sensitivity whereas fibrates, PPARa ligands, lower serum
triglyceride levels. We report here the structural basis of GL479, a synthetic dual PPARw/y
agonist, designed by a combination of clofibric acid skeleton and a phenyldiazenyl moiety, as
bioisosteric replacement of stilbene group. GL479 was previously reported as partial agonist
of PPARy and full agonist of PPARa with high affinity for both PPARs. Our structural studies
reveal different binding modes of GL479 in PPARa and y, which may explain the distinct
behaviors observed for each receptor. In both cases the ligand interacts with a Tyr located in
helix 12 (H12), resulting in the receptor active conformation. The PPARw:GL479 complex
occupies the same region observed for other full agonists, whereas PPARy:GL479 complex
displays a new binding mode. Our results indicate a novel region of LBP of PPARs that may
be explored for the design of partial agonists as well dual PPARw'y agonists that combine the

therapeutic effects of the treatment of insulin resistance and dyslipidemia.

Keywords: PPAR; dual agonists; insulin resistance; dyslipidemia; crystal structures;
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Purification, crystallization and preliminary
crystallographic analysis of peroxidase from the
palm tree Chamaerops excelsa

Plant peroxidases are presently used extensively in a wide range of bio-
technological applications owing to their high environmental and thermal
stability. As part of efforts towards the discovery of appealing new bio-
technological enzymes, the peroxidase from leaves of the palm tree Chamaerops
excelsa (CEP) was extracted, purified and crystallized in its native form. An
X-ray diffraction data set was collected at a synchrotron source and data analysis
showed that the CEP crystals belonged to the orthorhombic space group
P2,2,2,, with unit-cell parameters @ = 70.2, b = 100.7, ¢ = 132.3 A.

1. Introduction

Enzymes that can tolerate extreme conditions of pH and temperature
are widely used in biotechnological applications, particularly in
the biocatalytic industry. However, the design and development of
extremoenzymes are limited since the molecular basis of their con-
formational stability is still not completely understood. In general,
peroxidases are known to be environmentally stable enzymes, espe-
cially those derived from thermophilic microorganisms (Loprasert
et al., 1988; Rabe et al., 2008; Gudelj et al., 2001; Kengen et al., 2001;
Apitz & van Pée, 2001) and superior plants (Mchedlishvili et al., 2005;
McEldoon & Dordick, 1996; Rani & Abraham, 2006). Peroxidases
are involved in several physiological processes in plants, including
growth regulation (Campa, 1991), lignification and cell-wall forma-
tion (Wallace & Fry, 1999), protection against pathogens and wound
healing (McLusky ef al, 1999) and abiotic and biotic stress responses
(Bolwell er al., 2002; Avsian-Kretchmer ef al., 2004). They are haem-
containing oxidoreductases that make use of hydrogen peroxide
to oxidize several organic and inorganic substrates (Dawson, 1988).
Based on structural properties (Welinder et al, 1992), the plant
peroxidase family is classified into class III (EC 1.11.1.7), which
consists of secretory enzymes containing one N-terminal peptide
signal, two conserved calcium ions and four disulfide bridges. These
enzymes have conserved arginine and histidine residues adjacent
to the haem-binding site and extra helices that play a role in the
accessibility of the substrate to the haem edge (Gajhede et al., 1997).
They are also glycoenzymes bearing between two and eight aspar-
agine-linked glycans which can contribute positively to protein
stabilization (Wang et al., 1996).

Horseradish peroxidase (HRP) is the most extensively studied
peroxidase and is commercially used in biosensors and conjugates in
immunoassays (Azevedo er al, 2003). Soybean seed coat peroxidase
(SBP) was isolated and characterized by McEldoon & Dordick (1996)
and has also been considered for use in biotechnological applications
owing to its higher thermostability compared with HPR (Ryan et al.,
2006). Towards the identification of further commercially promising
stable and active peroxidases, the molecular and catalytic properties
of several other plant peroxidases from fruit (Dubey ef al., 2007), tea
leaves (Kvaratskhelia er al., 1997), castor bean (Kumar et al., 2008)
and African and royal palm trees (Rodriguez et al., 2002; Zamorano
et al., 2008; Watanabe et al., 2010) have been studied. Moreover,
crystallographic structures of class III plant peroxidases from

Acta Cryst. (2011). F67

‘les: Vw53261w5326.3d 1/fw5326/w5326.5gml  FW5326

doi:10.1107/51744309111039030 1 of 4

IU-1115/40(16)10  1115/39(16)10 ()





