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RESUMO

PAULA, K. de. Estudos estruturais de novos ligantes sintéticos do receptor
PPARy. 2017. 104 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sao

Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2017.

Os receptores nucleares compreendem uma superfamilia de proteinas intracelulares
reguladas relacionados estruturalmente, capazes de reconhecer sequéncias
especificas de DNA e regulam a transcricdo de genes alvos respondendo a sinais
metabdlicos, hormdnios e outras moléculas regulatérias integrando muitas vias de
sinalizacdo. Os receptores ativadores da proliferacdo de peroxissomos (PPARS) séo
receptores nucleares que regem a transcricdo de varios genes envolvidos
principalmente no metabolismo de &cidos graxos e energia. A ativagcédo do PPARYy
possui um amplo aspecto de funcgdes bioldgicas, regulando o metabolismo,
reduzindo a inflamacéo, influenciando o equilibrio das células imunes, inibindo a
apoptose e o estresse oxidativo e melhorando a funcdo endotelial. Estes efeitos
parecem ser benéficos ndo apenas em diabetes e aterosclerose, mas também em
varias outras condi¢des. Os agonistas do PPARy sao utilizados como
sensibilizadores de insulina para o tratamento da diabetes Il, sendo um alvo
molecular dos farmacos tiazolidinadionas. Diversos efeitos colaterais severos
associados ao uso dos farmacos desta classe e a importancia do PPARy no
metabolismo de glicose e na sensibilizagdo da insulina, o presente trabalho justifica-
se como um esfor¢co para avancar na compreensdo da interacdo entre ligantes
sintéticos com o receptor PPARY e a proposicdo de moléculas mais seguras e mais
eficazes para a manutencdo de niveis euglicémicos. Foi realizada a expresséo, a
purificacdo, seguida de estudos cristalograficos em cinco ligantes selecionados a
partir de etapas de docking realizados anteriormente pelo nosso grupo de
Biotecnologia Molecular do Instituto de Fisica de Sao Carlos. Os ensaios de
cristalizagdo do PPARy complexado a ligantes sintéticos resultaram em duas
estruturas cristalograficas que apresentaram uma conformacéo em que os ligantes
nao interagiram diretamente na hélice 12 como descritos para agonistas totais do
PPARy, adotando caracteristicas de agonistas parciais. Esses ligantes
apresentaram interacdes hidrofobicas que estabilizam as fitas-B. Este conjunto de

informacgdes estruturais apresentados neste trabalho para o PPARy proporcionou um



entendimento das interagdes que esse receptor € capaz de fazer na presenca de um
ligante, além de que poderdo ser Uteis no desenvolvimento de novos moduladores
seletivos do PPARy semelhante ao que ja se encontram no mercado, porém com

efeitos colaterais reduzidos.

Palavras-chave: Receptores nucleares. Receptor ativador da proliferagdo de

peroxissomos. Agonista parcial.



ABSTRACT

PAULA, K. de. Structural studies of new synthetic ligands of the PPARy
receptor. 2017. 104 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sao

Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2017.

Nuclear receptors comprise a superfamily of structurally-related regulated
intracellular proteins capable of recognizing specific DNA sequences and regulating
the transcription of target genes responding to metabolic signals, hormones and
other regulatory molecules integrating many signaling pathways. Peroxisome
proliferator-activating receptors (PPARs) are nuclear receptors that govern the
transcription of several genes involved primarily in fatty acid and energy metabolism.
Activation of PPARy has a broad aspect of biological functions, regulating
metabolism, reducing inflammation, influencing immune cell balance, inhibiting
apoptosis and oxidative stress, and improving endothelial function. These effects
appear to be beneficial not only in diabetes and atherosclerosis, but also in several
other conditions. PPARYy agonists are used as insulin sensitizers for the treatment of
diabetes Il, being a molecular target of the thiazolidinediones drugs. A number of
severe side effects associated with the use of drugs of this class and the importance
of PPARYy in glucose metabolism and insulin sensitization, the present work is
justified as an effort to advance the understanding of the interaction between
synthetic ligands with the PPARYy receptor and proposing safer and more effective
molecules for the maintenance of euglycemic levels. The expression, purification,
followed by crystallographic studies in five ligands selected from docking steps
previously performed by our Molecular Biotechnology group of the Physics Institute
of Sdo Carlos. The crystallization assays of PPARy complexed to synthetic ligands
resulted in two crystallographic structures that exhibited a conformation in which the
ligands did not interact directly in helix 12 as described for total PPARy agonists,
adopting characteristics of partial agonists. These ligands showed hydrophobic
interactions that stabilize the B-ribbons. This set of structural information presented in
this work for the PPARYy was of great value for the understanding of the interactions
that this receptor is able to make in the presence of a ligand, besides that they could
be useful in the development of new selective modulators of the PPARYy similar to

that are already on the market, but with reduced side effects.



Keywords: Nuclear receptors. Receptor activator of peroxisome proliferation. Partial

agonist.
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1 INTRODUCAO
1.1 Receptores Nucleares

Os Receptores Nucleares (RNs) representam uma das classes mais
importantes de receptores envolvidos na sinalizagdo intracelular, pois regulam a
expressdo génica relacionada a processos metabdlicos essenciais. Eles agem
através da regulacdo da transcricdo de genes-alvo respondendo a sinais
metabdlicos, hormdnios e outras moléculas regulatérias integrando muitas vias de
sinalizagéo.' Existem 48 genes que codificam os RNs no genoma humano,** e as
proteinas desta superfamilia adotam estruturas modulares de 50-100 kDa e estdo
envolvidas em praticamente todas as func¢@es fisioldgicas do organismo, incluindo
regulacéo do metabolismo, homeostase, diviséo e diferenciacéo celular.*”

Os RNs tém sido considerados alvos para novas terapias farmacolégicas e
tém atraido muita atencdo devido a sua importancia na regulacdo dos processos
metabdlicos, influenciando tanto o metabolismo de lipidios como o metabolismo de
glicose.®™ Por esse motivo, 0s agonistas e antagonistas que atuam nesses
receptores sédo objetos de estudo importantes para o desenvolvimento de novos
medicamentos, devido ao fato dos receptores estarem relacionados diretamente em
diversas doencas humanas dentre elas: obesidade, alguns tipos de cancer, diabetes,
osteoporose, doencas metabdlicas, doencas enddcrinas, arteriosclerose, psoriase,
acne, hipercolesterémica e desordem lipidica. Sendo assim considerados alvos para
novas alternativas de tratamento.?®

Os RNs sao formados por 5-6 regides conservadas (Figura 1), que codificam
funcbes especificas e apresentam quatro dominios tipicos. Um dominio N-terminal
que contém um de dominio de ativacdo AF-1 (Activation Function 1), com estrutura
desconhecida, mas provavelmente desordenada. Essa regido possui a funcédo de
ativacdo na auséncia do ligante.>>®

O dominio de ligagdo ao DNA (DNA binding domain, DBD), é constituido por
aproximadamente 70 residuos de aminoéacidos, revelando um dominio estruturado
na forma de dois dedos de zinco (Zn-l e Zn-ll). O DBD ¢é estruturalmente composto
por hélices-a, a primeira hélice se encaixa no sulco maior da sequéncia de DNA
reconhecida, interagindo com bases especificas e comeca na terceira cisteina
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conservada (hélice de reconhecimento). A segunda hélice forma um angulo reto com

a primeira hélice e fica préxima ao C-terminal do segundo dedo de zinco.**°

Ligante

Figural- Organizacao estrutural de receptores nucleares. Incluindo o N-terminal, DBD em lilas, a
hinge em verde, o LBD em vermelho. O modelo corresponde a estrutura do PPARy LBD.
A estrutura representa o PDB 3DZY, que corresponde ao receptor PPARy complexado
com o receptor acido retindico (RXR) que esta representado em branco e o coativador
em amarelo.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os RNs se ligam via DBD aos elementos responsivos (hormone responsive
elements, HRE),! derivados do motivo AGGTCA, na maioria das vezes os RNs se
ligam como dimeros a duas copias desse motivo. Essa ligacdo pode ocorrer de trés
maneiras e a forma como estes receptores se ligam esta relacionado ao seu estado
de oligomerizacdo (Figura 2).%'° A primeira é caracterizada pela formacéo
monomeérica, quando se liga a um sitio simples. Ex: alguns receptores 6rfdos como o
NGFI - Nerve Growth Factor-Induced. A segunda maneira € homodimérica, quando

se liga a sitios duplicados com formato de palindromo ou palindromo invertido. Ex:
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receptores de estrogeno (ER), horménio tiroidiano (TR), glicocorticoide (GR),
progesterona (PR), receptor de androgeno (AR) e receptor X retindide (RXR). A
terceira é heterodimérica, quando se liga a sitios duplicados com repeticdo direta.

Ex: heterodimeros com RXR."*!

Monomero Homodimero Heterodimero

(ERR ' GR | GR PPAR

v

Y Y
_ AGGTCA n TGACCT | [AGGTCA N AGGTCA L
Palindromo (Pal) Repeticao direta (DR)

Figura 2 - Estados oligoméricos de receptores nucleares e a interacdo com os HREs. Receptor 6rfao
monomérico que se liga a um sitio simples. Sequéncias palindromicas e formacédo de
heterodimeros do RXR.

Fonte: Elaborada pela autora.

O dominio de articulacdo (hinge) que liga o dominio de ligacdo de DNA
central e o dominio C-terminal. Esta regido é conhecida como dobradi¢ca, pois
permite que o DNA e os dominios de ligacdo aos ligantes adotem diferentes
conformacBes sem impedimentos estéricos.?®® A hinge também é capaz de
promover a interacdo dos correpressores com o receptor.*!

O dominio C-terminal também chamado dominio de ligagédo ao ligante (ligand

7

binding domain, LBD), que é considerado a principal por¢cado estrutural de um
receptor nuclear.* Essa regido é responsavel por uma variedade de funcées
reguladas pela ligacdo do hormdnio, tais como: servir de interface de dimerizagéo
com outros receptores e ligagdo de antagonistas e agonistas promovendo ou
blogueando a transcricdo. Este dominio possui a funcdo de transativacdo 2
(activation function-2, AF-2), ou fungcdo de ativacdo dependente do ligante. O
enovelamento geral para o LBD (~280 aminoacidos) esta estruturado como um
sanduiche de trés camadas de hélices-a e mais quatro pequenas fitas-p formando

um B-hairpin.***3
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Este dominio contém 12 hélices-a enumeradas de H1 a H12 e a organizagao
terciaria destas hélices forma uma cavidade hidrofébica que acomoda o ligante, o
bolsédo de ligacao (ligand binding pocket, LBP). Estas hélices podem ser visualizadas
na Figura 3 e servem como ancoras para proteinas de ligacdo e também para o
reconhecimento de ligantes. As hélices 3 e 12 formam uma superficie polar, que
reconhece as proteinas coativadoras enquanto hélices 3, 5, 10 e 12 formam o
bolsdo de ligacéo enterrado na estrutura. A hélice 10 também serve como superficie

de dimerizacdo.

Figura 3 - Enovelamento tridimensional do dominio de ligagcao ao ligante de PPARs. Representacao
em cartoon, com as 13 hélices do LBD em formato de cilindro, organizadas em camadas
sobrepostas que formam o LBD. Essa nomenclatura da estrutura secundéria foi baseada
na estrutura do PPARy (PDB 2PRG).

Fonte: Elaborada pela autora.

Classicamente descreve-se a hélice 12 como um componente estrutural de
vital importancia no mecanismo da ativagdo da transcrigcdo. Apos a interacdo com o

ligante ocorre uma mudanca conformacional da proteina provendo um novo padréao
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de ligagbes que proporcionam uma superficie adequada para a ligacdo dos co-
ativadores.’? Esse mecanismo envolve basicamente a abertura e o fechamento da
hélice C-terminal H12 para a entrada e posteriormente a acomodacao do ligante,
sendo chamado de “mecanismo ratoeira” (mouse trap), por lembrar o funcionamento
de ratoeira.’

Na auséncia de ligantes, ou seja, na forma livre os receptores sao
considerados na forma apo, nessa forma a H12 afasta-se do LBD, adotando uma
conformacdo estendida (Figura 4A), chamada de conformacdo aberta, sendo
considerada a conformacdo inativa dos RNs. As hélices H11 e H10 séo
descontinuas. Quando ocorre a presenca de ligantes os receptores sao referidos na
forma holo, e as hélices H10 e H11 se tornam continuas, estabilizando a H12 e
fazendo com que a mesma mude sua conformacdo sendo dita como conformacéo

fechada, representando o modelo ativo dos RNs (Figura 4B). 3*2

Conforng acaoinativa (a) Conformacio ativa (b)

Peptideo
coativador

| P

PDB: 1LBD PDB: IMVC

Figura 4 - Estados conformacionais do dominio de ligagcdo ao ligante. A. Esta representada a forma
apo, com a H12 na conformagéo inativa. B. Est4d mostrando a H12 na conformacéo ativa
na forma holo. Em ambas as estruturas a H12 esté representada em lilas.

Fonte: Elaborada pela autora.
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No caso do PPAR (Receptores ativadores da proliferagcdo de peroxissomos)
h& uma hélice 2' adicional, e a regido entre ela e a H3 corresponde ao Q loop, que é
uma porcao bastante moével do receptor que participa de mudancas conformacionais
gue ocorrem durante a ligacdo do ligante, e possuem também 2 fitas-B. Estas
hélices estdo organizadas como trés camadas empilhadas, que caracteriza um

enovelamento tipo sanduiche de hélices a (Figura 3).*
1.2 O bolséo de ligacao

Na familia dos receptores nucleares, o dominio LDB é conservado entre seus
membros, entretanto, apesar da semelhanca estrutural, existem diferencas
funcionais quanto a interacdo dos ligantes, sendo estes especificos.’*** O volume
dos bolsdes de ligacdo pode mudar de um membro da familia para outro, sendo este
volume uma caracteristica inerente de cada um dos membros. O receptor de &cido
retindico RXR possui um bolsdo com 420 A®, enquanto os PPARs tém os bolsées
maiores, com volume de 1,300 A>'? e é uma cavidade hidrofébica, quando
comparado a outros RNs e o volume é de quase duas vezes maior (Figura 5). E
importante salientar que alguns receptores podem adaptar o volume de bolséo de
ligacdo ao ligante, tal como no caso do receptor da vitamina D (VDR). Este receptor
pode reduzir o seu volume quando ligado ao seu ligante natural e expandir-se
aguardando o agonista.'

Nos PPARs, o LBD é formado por residuos hidrofébicos e alguns residuos
carregados na regiao interna perto das fitas-B, que atuam como pontos de
ancoragem para a regido polar dos ligantes, o que confere a seletividade destes. O
LBD tem a capacidade de se adaptar ao ligante, reorganizando-se para a acepgao
de mais de um tipo de ligante, através da flexibilizacdo das hélices H3, H11, H12 e
do loop entre as hélices H11 e H12, que permite uma reorganizacao dos residuos

para a acepcao dos ligantes.>*°
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Figura 5 - Estrutura tridimensional do PPARy-LBD mostrando o volume do seu bolsdo de ligacéo,
regiao que na maioria das vezes ocorre a interagdo com os ligantes.

Fonte: Elaborada pela autora.

A ocupacdo dos ligantes dentro do bolsdo de ligacdo pode ocasionar
diferentes respostas transcricionais. A regido do bolsdo de ligacdo pode ser
considerada como um bolsdo em formato de "Y", composto por trés sub-bracos
(Figura 6). Cada braco tem aproximadamente 12 A de comprimento.

O braco | é a unica cavidade do PPARYy substancialmente polar e inclui os
residuos préximos a H12. O braco Il e Il situados no interior da entrada do sitio ativo
e entre as fitas-f e a H3, sdo predominantemente menos conservados e
hidrofébicos.>*" E na H12 que os residuos considerados cruciais para a funcdo do
AF-2 estdo presentes.'®” O loop entre as hélices H2 ‘e H3, situado na entrada do
sitio de ligagdo, € muito flexivel em todas as estruturas do PPAR e é desordenado
em algumas estruturas. Isso sugere que a entrada do sitio de ligagdo pode se
adaptar, permitindo que grandes ligantes entrem no bolsdo de ligagcdo sem alterar
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significativamente a estrutura geral do LBD.'®*® Trinta e quatro residuos definem a
parede da cavidade de ligacdo (Figura 5), cerca de 80% desses residuos séo
conservados nos trés isotipos. E interessante observar a conservacdo de quatro
residuos polares no braco | de cada isoforma do PPAR, sendo eles: serina 289,
histidina 323, histidina 449 e tirosina 473 para o PPARYy, tirosina 289, histidina 323 e
449 e tirosina 473 do PPARp, e serina 280, tirosina 314, histidina 440 e tirosina 464
para o PPARa. Estes residuos séo parte de uma rede de ligacGes de hidrogénio que

envolve o grupo carboxilato de &cidos graxos e acidos eicosanéicos.?

42}
, | «—Bracolll

Q-loop

Figura 6 - Bolsdo de ligagédo do PPARy-LBD em formato de "Y", composto por trés bragos. O brago |
representado em magenta inclui a H12 e residuos polares. O braco Il esta representado
em ciano e o braco Ill em verde situados no interior da entrada o sitio ativo, sdo menos
conservados e hidrofébicos.

Fonte: Elaborada pela autora.
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1.3 Receptores ativadores da proliferacdo de peroxissomos - PPARs

Os PPARs sao fatores de transcricdo regulados por ligantes lipofilicos.
Pertencentes a superfamilia dos receptores nucleares, regulam a transcricdo de
genes relacionados ao metabolismo de lipideos, controle de inflamagéo e producéo
de insulina. Além disso, esses receptores estdo envolvidos em outros processos
biolégicos como o crescimento, desenvolvimento e apoptose celular em uma
variedade de células.”

Foram descobertos em 1990 através da clonagem de um receptor 6rfao
murino, onde causavam a proliferagcdo de peroxissomos nesses roedores, por isso 0
nome.?? Seus ligantes, acidos graxos, eicosanoides e prostaglandinas tém sido
muito estudados no tratamento de diabetes e dislipidemias, sendo de grande
importancia para a indGstria farmacéutica.”™ O potencial farmacoldgico dos RNs
consiste, em parte, na habilidade de moléculas reproduzirem ou inibirem a atividade
dos ligantes naturais. De fato, agonistas e antagonistas sintéticos de muitos
receptores nucleares sao constantemente usados no combate ao cancer em
quimioterapias e em farmacos imunossupressores ou anti-inflamatérios.?%

Em 1992 Dreyer e seus colaboradores clonaram e identificaram isotipos do
PPAR, cada um codificado por um gene diferente, o PPARa (NR1C1), PPARpB/®
(NR1C2) e 0 PPARy (NR1C3).%?" Cada uma dessas isoformas sdo expressas em
diferentes tecidos e em diferentes periodos de desenvolvimento celular de acordo
com suas funcgdes, no entanto a especificidade da ativacdo dos PPARs séo
dependentes do tipo celular.?® De acordo com seus perfis de expressdo, os PPARs

desempenham fun¢des Unicas na regulacdo do metabolismo energético (Figura 7).
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PPARo - oxidacao de acidos graxos - oxidaciao de acidos graxos &
- resposta ao jejum
PPAR - oxidaciio de acidos graxos - oxidacio de acidos graxos
& - desacoplamento energético - desacoplamento energético

PPARy - lipogénese -regulacio da sensibilidade - producao de adipocitocinas
- estocagem de lipideos insulinica - Adipogénese e lipogénese

- estocagem delipideos

Figura 7 - Regulagdo metabdlica dos PPARs. As trés isoformas regulam a homeostase de lipidios e
glicose através de suas atividades coordenadas no figado, musculo e tecido adiposo.

Fonte: Adaptada de EVANS %

O processo de transcricdo do gene € idéntico nos trés subtipos. No interior do
nacleo celular os PPARs na auséncia de moléculas ativadoras, se encontram
ligados aos correpressores. Quando ocorre a ligagdo com um ligante, os PPAR
sofrem mudancas conformacionais que ocasionam o desligamento dos
correpressores, e a formacdo do heterodimero funcional com o receptor RXR. O
heterodimero reconhece sequéncias especificas no DNA (HRE), recrutando os
coativadores e todo complexo proteico envolvido na maquinaria transcricional, que
sdo capazes de modificar a estrutura da cromatina e iniciar 0 processo da

transcricdo de genes alvos (Figura 8).3%3*
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Nucleo Celular

Figura 8 - Ativacgao transcricional do PPARYy. (1) Ligagédo dos ligantes de ativagdo do PPARYy e do RXR; (2) apds
a ligacdo do ligante ha uma mudanga conformacional dos receptores, resultando em uma
reorganizagdo do complexo transcricional e alteragBes nos cofatores transcricionais associados; (3)
resultante desta reorganizagdo, o complexo transcricional é ativado e se inicia a mudanga na
expressao dos genes alvo do PPARy

Fonte: Adaptada de WANG**

A primeira estrutura cristalina completa de um receptor foi resolvida em 2008
para o PPARy em complexo com RXR.* Esta estrutura revelou, pela primeira vez, o
arranjo dos DBDs em relacdo aos LBDs. Primeiro, os dominios DBD de RXRa e
PPARYy estdo ligados em lados opostos da dupla hélice de DNA, usando o eixo
helicoidal como referéncia. Apesar desta organizagdo dos DBDs, os LBDs formam
uma interface de dimerizacao classica usando suas hélices H10. Para permitir este
arranjo, o dominio hinge do RXRa forma uma estrutura longa, flexivel e desordenada
com varias interagdes com o elemento responsivo. Essa estrutura também mostrou
interagcfes de interdominio envolvendo RXRa DBD e PPARy LBD. Essa interacdo
ocorre através da regido das fitas-B do LDB, o que pode explicar seu papel na

ativacéo do receptor.®%

1.4 PPARa e PPARB/®
Nos seres humanos, o PPARa é expresso predominantemente no figado,
tecido adiposo e coracgao, esse receptor foi o primeiro a ser clonado a partir do cDNA

de figado de rato, controla a expressao de genes envolvidos na oxidagédo de &cidos



34

graxos, transporte de lipidios, inflamac&o e gliconeogénese.**° PPARa é o alvo
molecular para os fibratos, uma classe de medicamentos utilizados no tratamento da
dislipidemia.

A ativacdo do PPARa por fibratos pode diminuir os niveis de triglicerideos e
aumentar as lipoproteinas de alta densidade (HDL), presumivelmente através do
metabolismo de 4cidos graxos e lipoproteinas.*® Os ligantes endégenos também s&o
capazes de ativar esse receptor. Alguns ligantes enddgenos incluem acidos graxos
insaturados e eicosanoides. Acredita-se que a ativacdo por ligantes enddgenos
ocorre principalmente durante os periodos de jejum, quando ha uma grande
guantidade de &cidos graxos livres no plasma sanguineo. A ingestdo dietética de
acidos graxos especificos também pode ser uma alternativa para a ativacado de
PPARa.** Em suma, o PPARa é um importante sensor lipidico e regulador do
metabolismo da energia celular e também pode melhorar a resisténcia a insulina
em modelos genéticos e de alta qualidade de diabetes através de alteracbes na
expressdo génica que evitam o ganho de peso e a adiposidade.®"*?

O PPAR(, também conhecido como PPARS, foi originalmente clonado por
Wahli e colegas em Xenopus laevis.** A expresséo ocorre em uma ampla gama de
tecidos e células, mas em niveis elevados em tecidos relacionados a atividade
metabdlica, como tecido adiposo, figado, pele, intestino, placenta, esqueleto,
coracdo, e cérebro.** E expresso de forma ambigua, e a falta de um ligante
conhecido faz com que o PPARP seja menos estudado do que as outras isoformas
do PPAR. No entanto, avancos importantes foram feitos em estudos genéticos e na
sintese de agonistas seletivos para PPARR. E a isoforma mais abundante entre os
trés PPARs no musculo esquelético. Uma vez que o musculo esquelético representa
cerca de 50% da massa corporal total, e mais de 50% do metabolismo ocorre
nela. Portanto, as atividades envolvidas na contracdo muscular podem aumentar
significativamente o gasto de energia e resultar no uso de glicose ou degradacéo de
gordura como combustivel.****

O PPARB, estimula o musculo esquelético para a quebra de gorduras
armazenadas como combustivel. Pode ser muito benéfico porque diminui os niveis
de triglicerideos e LDL-colesterol (colesterol ruim) e aumenta a sensibilidade a
insulina e os niveis de colesterol HDL (colesterol bom). Uma vez que a sindrome
metabdlica € um problema causado pelo acumulo de gordura armazenada no corpo,

o PPARB foi reconhecido como uma possivel solucdo. *°
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Esses avancos revelaram o papel desse receptor como um regulador do
catabolismo de é&cidos graxos e da homeostase de energia.”® Embora nenhum
medicamento aprovado atuando unicamente ou principalmente no PPARP existe até
0 momento, 0s processos metabdlicos regulados pelo PPARB, como o metabolismo
lipidico, a aterosclerose, o metabolismo da glicose e a sensibilidade a insulina,
tornam este receptor potencial candidato para desenvolvimento de farmacos.*
Alguns processos inflamatérios também sado atribuidos ao PPARB, embora os

mecanismos moleculares envolvidos ndo sejam completamente compreendidos.*®*°

1.5 PPARY

O PPARYy é expresso em uma ampla variedade de tecidos, incluindo coracéo,
colon, intestino delgado e grosso, rins, pancreas e baco, sendo um promissor alvo
terapéutico no tratamento de arteriosclerose e diabetes mellitus tipo I1.%?

Embora o PPARy seja transcrito por um Unico gene, apresenta quatro
isoformas que se diferem na regido 5 por splicing alternativo: yl resulta em
proteinas idénticas, € expressa praticamente em todos os tecidos, incluindo coracéo,
rim, masculo, célon e pancreas; y2 contém uma regido N-terminal composta por 28
aminoacidos, é expressa principalmente no tecido adiposo, y3 parece ser a isoforma
predominante nos macréfagos e y4 ndo é muito conhecida, porém foi demonstrada a
presenca de seu mRNA no tecido adiposo.*®

A maior expressdo do PPARy ocorre no tecido adiposo, onde ele é
considerado a chave para a cascata de transcricdo, que leva a diferenciacdo de
adipdcitos. A ativacdo do PPARy favorece a formacdo de pequenos adipdcitos que
tendem a substituir os grandes adip6citos que normalmente constituem o tecido
adiposo branco.’**! Foi demonstrado que a maior expresséo do PPARY ocorre apés
as refeicOes e a sua ativacao leva a expressao de genes que promovem a captacao,
armazenamento e metabolismo de acidos graxos como a lipoproteina lipase, acetil
coenzima A (acetil-CoA), proteinas transportadoras de acidos graxos e fosfoenol
piruvato carboquinase. Ele também reprime genes que induzem a lipolise e a
liberacdo de acidos graxos livres em adipocitos. Aléem disso, o PPARy diminui a
expressao de leptina, uma molécula sinalizadora produzida pelo adipdcito, o que
causa um aumento na ingestao e otimizac&o do uso de energia, contribuindo para os

efeitos adipogénicos do PPARy.*°253
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O PPARy possui um papel central na integracdo do controle energético, do
metabolismo de glicose e lipideos, também estd envolvido na inibicdo da producéo
de citocinas inflamatorias (interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral a (TNF-
a), pelos mondcitos e também atua na repressdo de genes pré-inflamatérios.**?* A
inibicdo dessas citocinas inflamatorias como a IL-6 e TNF-a, acontece devido a
ativacdo do PPARy.>* Por este motivo, o TNF-a é um dos responsaveis pela
resisténcia a insulina, ja que as citocinas estdo relacionadas ao processo de
inflamacéo, a sensibilizacdo a insulina e obesidade. No entanto, a compreensao
deste mecanismo ainda é obscura.?

A atividade transcricional de PPARy também é regulada pelo seu estado de
fosforilacdo. A fosforilacdo de PPARYy na posicédo da Serina 273 (Ser) pela quinase 5
dependente da ciclina (Cdk5), e foi recentemente ligada a obesidade e aos ligantes
anti-diabéticos do PPARy (por exemplo, a tiazolidinediona e rosiglitazona), que
demonstraram inibir a fosforilagdo mediada por Cdk5 de PPARy no tecido
adiposo. 3*°>° Além disso, varios ligantes do PPARy com pouca atividade
agonistica mas potentes efeitos anti-diabéticos in vivo revelaram ser fortes inibidores
da fosforilagdo de PPARYy por Cdk5. Consequentemente, a inibicdo direcionada da
fosforilacdo de PPARy na Ser273 foi sugerida como uma abordagem promissora

para o desenvolvimento de uma nova geracdo de agentes antidiabéticos.?*°

1.6 Ligantes naturais e sintéticos do PPARYy

Devido ao papel fundamental que o PPAR desempenha no metabolismo dos
lipidios, a procura de ligantes naturais comecou com acidos graxos e de
eicosanoides. Na verdade, tais metabdlitos foram identificados como ligantes
naturais genuinos dos PPARs. Os ensaios de transativacdo baseados em células e,
mais recentemente, estudos de ligacdo direta foram utilizados para caracterizar
estes efeitos enddgenos do receptor.>’

Acidos graxos e derivados eicosanoides ligam-se e ativam o PPAR em
concentragfes de micromolares. O PPARYy prefere claramente &cidos graxos poli-
insaturados, incluindo os acidos graxos essenciais, acido linoleico, acido linolénico,
acido araquidonico e &cido eicosapentaenoico.’’® A afinidade em micromolar
destes metabolitos estd de acordo com seus niveis séricos. No entanto, as suas
gamas de concentracdes intracelulares sado desconhecidas. Do ponto de vista
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patolégico, esses receptores estdo relacionados a doencas metabdlicas

(principalmente, diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlica e dislipidemia),®*®°

667 neurodegeneracdo®® e alguns tipos de cancer.®*"*

processo inflamatorio,

O tratamento de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e sindrome metabdlica (MS)
traz um foco importante para o desenvolvimento de novos agonistas de
PPAR. Existem pelo menos duas classes de agentes farmacoldgicos direcionados
aos PPARs. Os fibratos que sdo conhecidos como ligantes do PPARa utilizados
para o controle da hipercolesterolemia, enquanto as tiazolidinedionas (TZDs), como
a troglitazona, a rosiglitazona e a pioglitazona, que sao agonistas totais do PPARY,
séo utilizados como sensibilizadores de insulina na terapia da DM2 e possuem alta
afinidade e seletividade ao PPARYy (Figura 9) e foram identificadas como ligantes
sintéticos do PPARy."?"3

A troglitazona foi retirada do mercado em 2000, devido a hepatotoxicidade.”
Apesar da eficicia clara para restaurar 0s niveis de glicose no sangue, a
rosiglitazona causou efeitos colaterais importantes, como retencdo de liquidos,
aumento de peso e aumento da chance de um evento cardiovascular. Esses efeitos
levaram algumas agéncias reguladoras ao redor do mundo a restringir ou suspender
0 uso de rosiglitazona. Curiosamente, a pioglitazona mostrou ser um farmaco mais
seguro que a rosiglitazona, levantando duas consideracdes interessantes sobre as
interacbes entre PPARy e seus agonistas, e ainda é usado como um agente

.33 Conforme observado por Bruning e colaboradores,”

hipoglicemiante ora
pequenas mudancas no modo de ligacdo, observadas entre rosiglitazona e
pioglitazona, podem levar a mudancas importantes no perfil farmacoldgico, incluindo
os efeitos colaterais.”*"

Outras classes de farmacos que também sdo utilizadas no tratamento de
diabetes tipo 2 sdo: biguanidas que agem através da diminuicdo da quantidade de
glicose liberada pelo figado; sulfonilureias que estimula o pancreas para liberar mais
insulina; meglitinidas que age através da estimulacdo do pancreas para liberar mais
insulina logo apds uma refeicdo; inibidores da alfa alfaglicosidase no qual ocorre um
retardo da absorcdo de carboidratos; gliptinas em que ocorre um aumento da
sintese e secrec¢do da insulina e inibidores da SGL T2 que inibe a reabsorcdo de
glicose nos rins, aumentando assim, a liberacdo do excesso de glicose na urina.’®"
As vantagens de se utilizar os hipoglicemiantes orais é que eles melhoram a

liberacdo ou a acdo da insulina. E os TZDs apresentam bons resultados na
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manutencdo de controle glicémico em longo prazo em comparagdo com outros
hipoglicemiantes orais como a metformina e as sulfonilureias. Tais resultados
justificam os TZDs como uma das opc¢des terapéuticas mais utilizadas no tratamento

de diabetes tipo 2.7
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Figura 9 - Estrutura quimica das tiazolidinadionas (TZDs).

Fonte: Elaborada pela autora.

A habilidade unica dos ligantes do PPARy para melhorar a resisténcia a
insulina é claramente relacionada por efeitos colaterais que limitam seu uso
clinico. No caso de outro receptor nuclear, o receptor de estrogénio (ER),
consideracdes semelhantes, levou ao desenvolvimento dos moduladores seletivos
do receptor estrogeno (SERM), que tém melhorado o indice terapéutico no cancro
da mama e osteoporose porque eles regulam a atividade de ER.

As propriedades do PPARYy nos adipdcitos sugere que pode ser um possivel
modulador de forma seletiva a atividade do PPARy de maneira analoga. Por
exemplo, o PPARYy é necessario para a expressao da proteina de ligagao de acido
graxo especifico de adipécitos aP2.”® Em adipdcitos maduros, mesmo na auséncia
de um ligante sintético, o PPARYy se liga ao promotor aP2 (proteina adipocita 2),
juntamente com proteinas coativadoras.”’ Isso ainda ndo é claro se é devido a
atividade constitutiva de PPARYy ou a presenca de um ligante endogeno. No entanto,
nas mesmas ceélulas, outros genes alvo de PPARY, como glicerol quinase e OLR-1
(Receptor da lipoproteina de baixa densidade oxidado 1), requerem um ligante

exégeno para ativacdo.’®’’ Na auséncia do TZD ou outro potente ligante sintético, o
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PPARYy recruta correpressores para esses genes, que pode estar relacionado com a

sensibilidade & insulina. ”’
1.7 Agonistas totais e agonistas parciais do PPARy

Os ligantes podem ser classificados como agonistas totais ou agonistas
parciais dependendo do grau de ativagao do receptor observado in vitro, sendo que
sdo considerados agonistas totais os ligantes que provocam a ativagdo maxima do
receptor.”® Os melhores exemplos de agonistas totais do PPARy sdo os TZDs.* Ja
os ligantes que ndo causam ativacdo méxima do receptor, mesmo em altas
concentracfes, sdo chamados agonistas parciais.

Os agonistas parciais sdo definidos como ativadores fracos de PPARy que
provocam 0 mesmo padrdo de ativagdo e mostram curvas dose-resposta
vinculadas com menor potencial de transativacdo em comparacdo com agonistas
totais. Eles podem induzir conformacdes de receptores alternativos, e, assim,
recrutar diferentes co-ativadores, resultando em efeitos de transcricdo distintos.””
® Em particular, eles formam interacdes eletrostaticas com a arginina (R) 288,
bem como interagcdes extensas de van der Waals com a interleucina (I) 341 da
folha B e C285 da H3.7>®

Nos Ultimos anos, um novo mecanismo antidiabético foi proposto
dependendo da inibicdo da fosforilacdo da Ser 273 do PPARYy pela Cdk5.>° Esta
inibicAo mantém a transcricdo de varios genes sensiveis a insulina, como
adiponectina e adipina.®® Curiosamente, a obesidade e outros sinais pré-
inflamatorios induzem a fosforilacdo da Ser 273 do PPARYy, explicando por que as
pessoas obesas também desenvolvem resisténcia a insulina. Dado que o sitio de
reconhecimento Cdk5 se estende para a primeira vertente B de PPARYy,
estabilizacdo estrutural da regido da folha B, provocada por agonistas parciais,
presumivelmente torna o residuo da Ser 273 menos acessivel a quinase,
protegendo o receptor da fosforilacdo,”> Um evento que se correlaciona bem com
os efeitos de reducdo da glicose. Isso pode explicar como 0s agonistas parciais
PPARy podem exibir efeitos antidiabéticos semelhantes ou superiores aos dos
TZDs e outros agonistas totais. "

Trés agonistas parciais tém sido descritos mais recentemente, e 0S seus

perfis in vitro/in vivo comparados com 0s agonistas totais, que sdo o MRL24, o GQ-
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16 e 0 INT131 (Figura 10). O MRL-24 se liga ao PPARy com uma afinidade de 3 nM,
entretanto a ativacao do receptor € somente de 20% comparado a ativagdo pela
rosiglitazona um agonista total do PPARy,®" que é suficiente para regular os niveis
de glicose num modelo de ratos diabéticos, e reduzindo o ganho de peso quando
comparado com rosiglitazona. Acton e colaboradores®® mostraram que a
rosiglitazona (10 mg/ kg/dia) resultou num aumento de peso de 10% em um modelo
de rato, enquanto MRL24 usado com a mesma dose causou apenas um ganho de
peso de 3%.08

GQ-16 é outro ligante TZD, e seu efeito de ativacdo é de somente 30%
guando comparado a rosiglitazona, sendo que um de seus anéis néo interage com a
hélice H12. Ele é menos eficaz em causar a diferenciacdo de adipdcitos que
rosiglitazona, resultando num menor ganho de peso.®> Ambos GQ-16 e MRL24
podem interagir com a Ser 273 no LBD. A fosforilacdo deste residuo de serina é
associada com um efeito adipogénico. **#? Os ligantes GQ-16 e MLR-24 usam uma
regiao diferente do bolsdo de ligacdo do PPARy para interagcdo molecular, uma
regiao localizada entre a hélice H3 e a folha B, o que esta longe da hélice H12, sem
gualquer interacdo com esta. A posicdo ocupada por estes ligantes tem sido
explicada como a razdo para as suas propriedades funcionais distintas. Em ambos
0S casos, a espectrometria de massa e experiéncias de troca de hidrogénio-deutério
mostrou que os ligantes que estabilizam as folhas-B, em um perfil de interacéo
diferente do que é observada para o ligante TZD.

Este local de ligag&o utilizado pelo MRL24 e GQ-16 também estéa perto da Ser
273, blogueando a fosforilacdo deste residuo por Cdk5. Geralmente quando ocorre
essa ativacdo da fosforilagdo, desencadeia uma expressdo génica levando a
obesidade na maioria dos casos. >>#

Estruturalmente, os agonistas totais interagem diretamente com a H12 e
estabilizam a conformacao agonista através de uma ligacao direta com a hidroxila da
Tirosina (Tyr) 473, permitindo que a H12 se encaixe com a H3 e H10/H11l. J4 a
interagdo dos agonistas parciais durante a ativagdo do PPARy acontece sem uma
interacdo direta com o H12.” Devido ao grande volume do LBD, estes agonistas
parciais podem ocupar uma regido diferente do local de ligacéo. Interacdes indiretas
com a H12 podem ser consideradas caracteristicas de agonistas parciais. Um
exemplo deste tipo de interacdo € visto para o INT131 agonista parcial, um ligante

nao TZD em fase Il de ensaios clinicos. INT131 é um ligante muito seletivo que



41

pode ativar parcialmente o PPARYy e tem pouco efeito sobre o acumulo de lipidios
nos adipdcitos 3T3-L1. Semelhante a outros ligantes do PPARy, INT131 nao faz
uma interacdo com a H12 e necessita de uma molécula de agua para mediar o

contato com a Try473. 7>8%83

(a) TZD — Rosiglitasona
(PDB 2PRG)

")) () TZD —INT131
(PDB 3FUR)

(c) MRL24

(PDB 2Q5P) (d) GQ16 (PDB 3T03

Figura 10 - Estrutura tridimensional do PPARy mostrando na regiao do bolsdo de ligagdo agonistas
totais e parciais. Em A esta representado o agonista total do PPARy a TZD roziglitasona,
nela pode-se notar que o ligante esta préximo a H12, diferente do que esta representado
em b, ¢ e d onde os agonistas parciais INT131, MRL24 e GQ16 ndo estdo interagindo
diretamente com a H12 através de interacBes hidrofobicas. Em todas as estruturas a
H12 esta mostrada com linhas tracejadas em vermelho.

Fonte: Elaborada pela autora.
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1.8 PPARy em doengas associadas ao risco cardiovascular
1.8.1 Diabetes

O tratamento atual da diabetes com medicamentos que reduzem a glicose
permite controlar as complicacBes microvasculares, como retinopatia e melhorar a
gualidade de vida do paciente. No entanto, tem pouco efeito sobre a patologia
macrovascular que explica o aumento do risco de eventos cardiovasculares
fatais. Além disso, o0 controle glicémico agressivo parece proporcionar pouco
beneficio nos estdgios avancados da doenca, e pode até ser
prejudicial.®>® Numerosos estudos clinicos objetivaram melhorar a terapia
antidiabética com novos medicamentos que tém potenciais beneficios para os
pacientes. Os agonistas de PPARy normalizam o perfil de glicose aumentando
indiretamente a absorcdo de glicose estimulada pela insulina por tecidos periféricos
e diminuindo a gliconeogénese hepatica.®’ 8 Eles também tém efeitos moderados na
reducdo do colesterol LDL, embora os mecanismos desse efeito ainda sdo pouco
estudados.

A atividade anti-inflamatoria dos agonistas do PPARy também pode contribuir
para o seu efeito anti-aterosclerético. Estudos em modelos de ratos demonstraram
que a ativacdo de PPARYy reduziu a inflamacao e melhorou a sensibilidade a insulina

1.8 Outro estudo

através da ativacdo de células reguladoras na gordura viscera
demonstrou que os efeitos anti-diabéticos da ativacdo de PPARy também séo
mediados pela inibicdo da expressdo de progranulina induzida por TN-a, que tem um
efeito pro-inflamatorio no tecido adiposo. Como ja foi abordado na secdo 1.6 trés
TZDs foram aprovados para o tratamento de diabetes tipo 2: rosiglitazona,
pioglitazona e troglitazona, sendo que esta Ultima foi retirada logo apds a aprovacgéo
devido a problemas de hepatoxicidade.®®® Os efeitos da pioglitazona nos resultados
macrovasculares em diabetes foram realizados em pacientes com diabetes tipo 2 e
doenca cardiovascular.®®®* A pioglitazona foi utilizada como adicdo & terapia
antidiabética estabelecida que incluiu medicamentos para reduzir a glicose e lipidios,
anti-hipertensivos e antitrombéticos, e reduziu a mortalidade por todas as causas,
infarto do miocéardio néao fatal e acidente vascular cerebral em pacientes com alto
risco cardiovascular em comparacdo com o placebo. Outros resultados

macrovasculares, como a intervencdo endovascular ou cirdrgica nas artérias
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coronarias ou nas pernas, também foram reduzidas, embora a significancia
estatistica para elas n&o tenha sido alcancada.>>**

O outro agonista do PPARYy, a rosiglitazona, foi, pelo contrario, associado a
uma taxa significativamente aumentada de infarto do miocardio e eventos
cardiovasculares fatais.”® Qutros estudos comparativos confirmaram os elevados
riscos associados a droga. Para explicar esta discrepancia, diferentes autores
apontaram os efeitos benéficos da pioglitazona no perfil de lipoproteinas que nao
sao compartilhados pela rosiglitazona. De fato, a pioglitazona ndo s6 aumentou o
HDL, mas também diminuiu os triglicerideos em jejum, enquanto que a rosiglitazona
teve apenas efeitos sobre HDL.** Além disso, a rosiglitazona aumentou os niveis de
colesterol total e LDL que nao foram afetados pela pioglitazona.®*% Em conjunto, os
resultados de varios ensaios clinicos demonstram que a pioglitazona possui uma
forte vantagem em relacdo a rosiglitazona na normalizacéo do perfil de lipoproteinas
plasmaticas e colesterol. Por causa das questdes de seguranca, a aprovagdo da

rosiglitazona foi retirada pela Agéncia Europeia de Medicamentos.®®

1.8.2 Aterosclerose

Evidéncias demonstram que os agonistas do PPARy tém potencial para o
tratamento da aterosclerose para melhorar a funcdo endotelial, diminuir a
progressao das placas ateroscleréticas e reduzir a inflamacao crénica e a trombose,
resultando na reducdo do risco de eventos cardiovasculares.’” O desenvolvimento e
0 progresso da aterosclerose estao estreitamente associados a inflamacdo. Uma
das alteracbes patoldgicas do sistema imune observado na aterosclerose € a
polarizagdo de macrofagos alterados para fenétipos pro ou anti-inflamatérios (M1 ou
M2).°® PPARy parece ser um potente regulador desse processo.” Seus agonistas
mostraram suprimir o fenétipo M1, inibindo a expresséo do fator de necrose tumoral-
a, interleucina (IL) -1B, citocinas pro-inflamatérias, E IL-6."%° Por outro lado, a
diferenciagdo M2 de macréfagos resultou no aumento da expressédo de PPARYy.
Essa regulacdo da polarizacdo de macrofagos é um dos mecanismos subjacentes a

atividade anti-inflamatéria e anti-aterosclerética do PPARy.***
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1.8.3 Hipertensao

Os PPARs tém sido ativamente estudados como potentes reguladores da
hipertensédo. O efeito de redugdo da pressao arterial de agonistas de PPARYy foi
relatado em varios estudos clinicos, incluindo um grande estudo realizado em

pacientes com diabetes tipo I1.%

Estudos em animais demonstraram que as TZDs
diminuiram a expressdo de um dos componentes do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, receptor da angiotensina Il tipo 1 (AT1R), nas células musculares lisas

102 Além  disso, estudos in

vasculares de uma maneira dose-dependente.
vitro demonstraram que os agonistas de PPARYy tiveram um efeito inibitério sobre a
indicacdo de aldosterona sintase induzida pela angiotensina Il e a secrecao de
aldosterona.'® Outros autores demonstraram que os agonistas do PPARy suprimem
a fosfatidilinositol 3-quinase induzida por angiotensina Il e MAP quinase in
vivo.'? Juntas, essas observacdes indicam que a ativagdo de PPARy desempenha
um papel importante no controle da hipertensdo arterial, interferindo nas vias
mediadas pela angiotensina 11.10%1%4

Estudos em modelos animais demonstraram que as mutacfes negativas
dominantes de PPARy foram associadas a hipertensdo sem afetar os componentes
do sistema renina-angiotensina-aldosterona.'®® Portanto, é provavel que o PPARy

exerca sua atividade hipotensora através de varios mecanismos diferentes.

1.8.4 Angiogénese

A angiogénese desempenha um papel importante nas doencas
cardiovasculares, incluindo a doenca isquémica do coracdo e a isquemia dos
membros, proporcionando um meio para salvar os tecidos hipoperfundidos. O
processo também €& importante no cancer, onde contribui para o crescimento do
tumor. O regulamento da angiogénese é realizado por uma série de fatores de
crescimento e citocinas, que sédo produzidos em resposta a sinais hipdxicos e
inflamatorios. O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) € um desses
fatores, que estimula a proliferacdo e diferenciacdo endotelial.'®* Os PPARSs estéo
envolvidos na angiogénese em varias condi¢cdes, embora seu papel permaneca

contraditorio, uma vez que tanto os efeitos pro0 e anti-angiogénicos foram
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observados.'® Também foi demonstrado que o efeito de agonistas de PPARy em
células endoteliais dependia da dose, com efeito angiogénico presente apenas em
baixas concentracdes.’® O PPARy demonstrou regular positivamente a
angiogénese aumentando a expressédo do receptor-2 do VEGF. Os autores relatam
que a atividade anti-angiogénica da aldosterona foi mediada pela inibicdo da
expressdo de PPARy e subsequentemente pelo receptor VEGF-2 em células
endoteliais vasculares.'®” Outro estudo demonstrou que a supresséo da sinalizacdo
PPARy nas células endoteliais da artéria pulmonar pela angiogénese reduzida de
endotelina-1 na hipertensdo pulmonar persistente.'®® Em células estelares hepaticas,
no entanto, A ativagdo de PPARYy inibiu a transducdo de sinal angiogénico atraves
da transrepressdo do receptor beta de fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), levando a uma expresséo reduzida de VEGF.® Portanto, é provavel que
as propriedades pré e anti-angiogénicas de PPARy dependam dos antecedentes
locais e dos processos de sinalizacdo. No entanto, o estudo posterior do PPARy
pode ser interessante para a compreensao e possivel regulacdo da angiogénese em

varias condicdes patoldgicas.

1.8.5 Disfuncéao renal

A ativacdo de PPARy demonstrou ter efeitos protetores na disfuncéo renal,
incluindo nefropatia diabética e condi¢cbes ndo-diabéticas, tanto em modelos animais
como em estudos clinicos.*'®*! Os TzZDs pareciam ser agentes potentes para
reduzir a proteindria em pacientes diabéticos. Eles também tiveram efeitos benéficos
em pacientes com insuficiéncia renal crénica e hemodialise.'***** Numerosos
modelos animais demonstraram o potencial de agonistas de PPARy para protecao
renal em diversas condi¢@es, incluindo lesdo renal induzida, doenca renal policistica
e sindrome nefritica.’'* A reducdo da pressdo arterial e a melhoria da funcéo
endotelial contribuem para a atividade renal dos agonistas do PPARy. No entanto,

0S mecanismos exatos desta atividade continuam a ser esclarecidos. %14

1.9 Novos Potenciais Farmacologicos

Atualmente ha um aumento notavel na prevaléncia de pessoas que sofrem de

distarbios metabdlicos como obesidade, diabetes tipo 2, doencgas inflamatorias,
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cancer, aterosclerose e hipertensdo dentre outras doencas cardiovasculares. Os
PPARs tém sido considerados alvos terapéuticos no tratamento dessas doencas por
ser um receptor nuclear de extrema importancia farmacologica, envolvidos em varios
processos metabdlicos no organismo.®

Embora certo nimero de farmacos esteja disponivel para um grande nimero
dessas doencgas metabolicas, como por exemplo, para o tratamento de diabetes tipo
Il com acao direta no PPARYy. Os efeitos colaterais relacionados aos agonistas totais
desse receptor como farmacos da classe das TZDs, que sdo farmacos
caracterizados por diminuir a resisténcia a insulina, como a Rosiglitazona
(comercializado como Avandia®) e Pioglitazona (comercializado como Actos®), 0s
guais agem através da estimulacdo da maxima resposta transcricional do PPARYy,
porém apresentam diversos efeitos colaterais.'® Com isso a crescente epidemia
dessas doencas metabdlicas fortalece a relevancia clinica desses receptores e
indica que a descoberta de novos agonistas do PPARy & de grande valia para a
industria farmacéutica, ja que essas novas estruturas poderdo ser Uteis no
desenvolvimento de novos farmacos, principalmente na busca do melhoramento dos
ligantes ja existentes para este receptor ou na descoberta de novos ligantes mais

promissores.
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

bY

Devido a importancia do PPARy no metabolismo de glicose e na
sensibilizacdo da insulina, o presente trabalho justifica-se como um esforco para
avancar na compreensdo da interacdo entre ligantes sintéticos com o receptor
PPARy (bases estruturais) e a proposicdo de moléculas mais seguras e mais
eficazes para a manutencdo de niveis euglicémicos. Em outros trabalhos realizados
por pesquisadores do nosso grupo na busca por novos agonistas do PPARYy a partir
de uma abordagem baseada na estrutura. De forma simplificada estes ligantes
foram identificados por docking molecular. Desses ligantes selecionados 5 foram
abordados neste trabalho. Foram analisados ligantes que contém moléculas com um
grupo carboxilato, geralmente em um sistema de trés anéis com uma ligacao
rotacionavel entre os anéis. Estes sistemas de trés anéis sdo grandes o suficiente
para encher a cavidade do receptor e a rotacdo da ligacdo € necessaria para um
ajuste perfeito no bolsdo em forma de Y. Outros ligantes também contém moléculas
com grupos carboxilato, mas também possuem um grupo tetrazol. Ligantes que
tenham este grupo tetrazol sdo de grande importancia para a busca de novos
agonistas do PPARy com efeitos colaterais reduzidos pois em uma patente
publicada em 1989, foram feitos testes em ratos onde agentes hipoglicemiantes que
apresentavam este grupo tetrazol tiveram como resultado a reducdo dos niveis de
glicose no sangue desses ratos que sofriam de hiperglicemia e também diabetes.

Com base na importancia do entendimento do mecanismo de interacao entre
os receptores PPAR e seus ligantes, o principal objetivo deste trabalho € ampliar as
informacgbes estruturais dos ligantes bioativos dos PPARs, a fim de propiciar
subsidios para a anélise dessas interagdes.

Os obijetivos especificos incluem:

> Expressao da proteina do LBD do PPARy humano em E. coli em larga
escala com a técnica de DNA recombinante e purificagdo dessa proteina por
cromatografia de afinidade e por exclus&do molecular.

> A cristalizacdo do PPARyY-LBD em complexo com ligantes sintéticos
identificados em etapas de docking baseados na estrutura tridimensional da

proteina.
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> Determinacdo de estruturas cristalogréficas por difracdo de raios-X e
comparacdo com as estruturas jA determinadas para a compreensao das bases

moleculares da interagéo receptor-ligante.
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3 METODOLOGIA

3.1 Expressédo do dominio PPARy-LBD

O dominio LBD do PPARy humano foi clonado em vetor pET 28a(+)
(Novagen) (aminoacidos L204 a Y477) e expressos em células de Escherichia coli
BL21 (DE3). O vetor foi gentiimente cedido pelo Doutor André Ambrosio que fez a
sub-clonagem no Instituto de Fisica de Sdo Carlos - USP no seu doutoramento.
Essas células foram crescidas em pré-indculos (5 mL) por 16h a 37 °C em meio
Luria-Bertani (LB) (10g de triptona, 5,0g de levedura, 10g de NaCl, pH 7,5 para cada
litro de cultura) com 50ug/mL de canamicina. Logo apods, estes pré-indculos foram
colocados em 1 L do meio LB onde cresceram a 37 °C sob agitacdo de 120 rpm até
atingir uma D.Oggo entre 0,7 - 1,0 (densidade otica medida a 600 nm), em seguida, a
expressdo proteica na cultura foi induzida com 1 mM de isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG) por 16h a 19 °C.

Apbs esse periodo, o meio foi centrifugado a 4200 g em rotor SLC-6000 por
20 minutos a 4°C, e o sobrenadante descartado e o sedimento foi ressuspendido no
tampéao 1 (50mM Tris-HCI pH 8,0, 100mM NaCl, 10% de glicerol, 5mM de imidazol e
1 mM de Ditiotreitol (DTT)). A lise das bactérias foi feita com a adicdo de 0,1 mg/mL
de lisozima e 1 mM de fluoreto de fluoreto fenilmetilsulfénico (PMSF) e mantendo em
banho de gelo por uma hora, para a prevencao de ocorréncia de lise enzimatica e da
acao de proteases, respectivamente. Posteriormente, as células foram rompidas por
sonicagcdo com pulsos de 30 segundos por 5 ciclos com intervalos de 30 segundos
em banho de gelo, para garantir que a parede celular fosse rompida completamente.
A fragdo soluvel foi separada por centrifugacdo a 17000g em rotor SS34 por 20

minutos a 4°C.

3.2 Purificagcao do PPARyY-LBD por cromatografia de afinidade

O protocolo de purificacdo utilizado para a proteina expressa emprega como
primeiro passo uma coluna de afinidade, ja que a mesma possui uma cauda com 6
histidinas na sua por¢dao N-terminal, uma vez que esses aminoacidos possuem uma

alta afinidade para ligacdo em resinas de cromatografia que contém ions metélicos
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(Ni** e Co*"), esta técnica é conhecida como IMAC (Imobilized Metal ion Affinity
Chromatografy). Os sobrenadantes, que contém a proteina de interesse, resultantes
do processo de lise celular foi purificado utilizando 4 mL de resina de niquel (Ni
Superflow, Clontech) pré-equilibrada com o tampdo 1 (50mM Tris-HCI pH 8,0,
100mM NaCl, 10% de glicerol, 5mM de imidazol). A eluicdo da proteina da resina de
afinidade foi realizada com um gradiente de 5 a 300 mM de imidazol. As amostras
obtidas foram analisadas em técnca SDS-PAGE 15% (dodecil sulfato de sodio, gel
de policrilamida para eletroforese), as bandas foram visualizadas através das
coloracbes Coomassie Blue (0,25% de Coomassie briliant blue, 90% de etanol

absoluto e 10% de acido acético glacial).

3.3 Purificacdo por cromatografia por exclusédo de tamanho

Para obtencdo de um maior grau de pureza, as amostras obtidas apds a
purificacdo por cromatografia de afinidade foram submetidas a um segundo passo
de purificacdo, por cromatografia por exclusdo de tamanho. Para isto, foi utilizada
uma coluna Hi-load 16/60 Superdex 75 PG de 120 mL acoplada a um cromatografo
do tipo AKTA Purifier (GE Life Sciences, EUA). A coluna foi previamente lavada e
equilibrada com tampao contendo 50 mM de Tris-HCI pH 8,0, 100 mM de NacCl, 1
mM de DTT e 5% de glicerol. Em cada corrida, foram injetados 5 mL da amostra
concentrada de proteina. As amostras foram eluidas da coluna de gel filtragcdo com

um fluxo de 1 mL/min. As amostras obtidas foram analisadas em SDS-PAGE 15%.

3.4  Selec¢éo dos ligantes

Cinco ligantes foram inicialmente selecionados para caracterizagao in vitro e
estrutural. Todos estes ligantes foram identificados como ligantes do receptor
PPARy em projetos anteriores desenvolvidos no grupo de Biotecnologia molecular
do Instituto de Fisica de S&o Carlos, através de simulagdes de docking molecular
elou através de inferéncias baseadas na similaridade tridimensional dos ligantes.
Essa técnica tem sido utilizada na identificacdo de moduladores do receptor PPARY,
sendo uma estratégia bastante utilizada na industria farmacéutica na busca desses

novos moduladores e € baseada na estrutura tridimensional do receptor.
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De forma simplificada os ligantes foram identificados utilizando o programa
UCSF DOCK 3.5.54 por docking molecular. Foi utilizado um subset para a busca na
base de dados ZINC, que contém mais de 21 milhdes de compostos disponiveis
comercialmente para a descoberta de novos farmacos, baseados em docking
molecular.™* A estrutura cristalina utilizada para a docagem no LBP do PPARYy foi
PDB 1FM6. Foi utilizado o campo de forca AMBER na atribuicdo das cargas para os
atomos da proteina.

Quatro ligantes sintéticos sao oriundos de campanhas baseadas na estrutura
do receptor e um farmaco ja aprovado é oriundo de campanha baseada na estrutura
do ligante rosiglitazona. Na maioria das estruturas o grupo polar acido carboxilico
estd presente possivelmente interagindo com os aminoacidos da regido polar do
sitio ativo, préxima a hélice H12. Adicionalmente, dois ligantes com anel tetrazol
foram selecionados, uma vez que o grupo tetrazol € um grupo bioiséstero do grupo
carboxilato e que as simulacbes de docking indicavam interacfes viaveis destes
compostos com o receptor. As estruturas dos ligantes selecionados estédo
demonstradas na Figura 11. Os 5 compostos foram adquiridos de diferentes
empresas e seus respectivos cédigos na base de dados ZINC (1) sdo: ligante 1-
ZINC1529323, 2- ZINC18456289, 3- ZINC4999773, 4- ZINC4999766 e 5-
ZINC980559.

Estes compostos foram identificados através de uma busca previamente
realizada por compostos similares a rosiglitazona em uma base de dados de
compostos com uso aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration). A
similaridade foi avaliada através da comparacéo da distribuicdo do volume molecular
e da distribuicdo de cargas no espaco usando o programa MolShaCS'™

desenvolvido no grupo de Biotecnologia Molecular.
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.5 Ensaios de cristalizacao do PPARy com os ligantes sintéticos

A cristalizacdo de macromoléculas € um processo pelo qual essas proteinas
se juntam em arranjos periédicos e organizados, formando cristais. Uma das
técnicas mais utilizadas para a cristalizagdo de macromoléculas bioldgicas é a

técnica de difusédo de vapor, que tem como objetivo levar a solucdo contendo a
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proteina de interesse para um estado de supersaturacdo, para que ocorra a
diminuicdo da solubilidade. Esta técnica pode ser ainda dividida na técnica de gota
pendurada (hanging drop) ou da gota sentada (sitting drop). Na figura 12a mostra o
processo de difusdo de vapor (hanging drop), onde a gota contém a proteina
purificada, solucdo tampéao e agente precipitante. Com 0 tempo essa gota alcanca
um equilibrio entre as duas solu¢bes. Apds a evaporacao da 4gua, a concentracdo
do agente precipitante na gota aumenta e levara a condicdo de supersaturacéo
propicia para a formacéo de cristais.*®

Para a formacao de um cristal de qualidade adequado para o experimento de
difracdo de raios-X depende de varios parametros como: pH, temperatura,
solubilidade, agente precipitante, aditivos, agentes organicos, o que justifica a
complexidade envolvida na obtencéo de cristais de macromoléculas. A condi¢do de
cristalizacdo pode ser predita pelo diagrama de fases (Figura 12b), e o objetivo
principal da cristalizacdo é a determinacédo da zona de metaestabilidade associada a
nucleac&o e crescimento de cristais.*’

Na cristalizacdo a amostra inicialmente se encontra em uma solugdo aquosa
saturada, estabilizada por um tampéao contendo agente redutor, sal, ligante ou outro
reagente como, por exemplo, detergentes, impossibilitando o crescimento de
cristais. E necessario que ocorra a saturacgdo para que haja a formacéo de cristais,
provocando um desequilibrio na amostra havendo uma perturbacdo no sistema. A
solubilidade ¢é diminuida com a adicdo de um agente precipitante e
concomitantemente a saturag&o nas trés diferentes zonas ou fases aumenta. A zona
metaestavel € uma fase em que os nucleos dos cristais ndo crescem, porém 0s
cristais de seeding crescem nessa zona. A segunda fase € a zona de nucleacéao,
onde os cristais e 0s nucleos podem ocorrer espontaneamente, porém se formam
muitos microcristais semelhantes a um p6 cristalino. Na zona de precipitacdo ocorre
a precipitacdo da amostra, ou seja, quando o excesso da macromolécula se separa
da solucéo sob a forma de um precipitado amorfo.**®

Apesar desta técnica de cristalizacdo apresentar uma grande evolugéo,
principalmente devido a insercdo da robotizacdo, a cristalizacdo de proteinas de

interesse ainda tem sido um desafio para projetos que envolvam esta técnica.
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Figura 12 - Esquema para cristalizacdo de proteinas. Em A, est ilustrado o método de gota
pendurada hanging drop. Nesse método a gota fica pendurada em uma lamina
siliconizada, quando o equilibrio é atingido os cristais come¢am a crescer na gota. Em B,
pode-se visualizar o diagrama de fases para uma condi¢éo de cristalizagcdo, o diagrama
é dividido em quatro zonas: zona insaturada, zona metaestavel, nucleacao e precipitado.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os ensaios de cristalizacdo foram realizados com o PPARy LBD, em sua
forma apo e previamente incubado com os cinco ligantes selecionados. Para isto,
foram utilizadas aliquotas de proteina na concentracdo de 10 mg/mL. Os ligantes
utilizados foram diluidos em DMSO e incubados com a proteina em um excesso de
aproximadamente trés vezes molar do ligante, mantendo o cuidado de ndo exceder
uma concentracao final de DMSO de 5 a 6%. A técnica utilizada foi de gota
pendurada (hanging drop). A gota era formada por 1 pl da solugéo da proteina e 1 pl
da solucéo de cristalizagao. Foram utilizados kits de cristalizagéo Crystal Screen | e
I, PEG | e Il da Hampton Research, para a montagem com estes kits utilizou-se o
robd de cristalizacdo Honeybee (Genomic solutions).

Na busca de melhores condi¢bes de cristalizagdo foram feitos refinamentos
em tornos das condic¢des, variando-se a concentracao de citrato de sédio de 0,8M a
1,5M, concentragéo de Tris-HCI entre 25 mM e 100 mM, HEPES 100 mM e pH 7,0-

8,0. Todos os experimentos foram mantidos na temperatura de 18°C.
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3.6 Coleta e processamento dos dados de difracdo de raios-x

Previamente a coleta de dados, os cristais de PPARy LBD, foram
crioprotegidos com 15% de etileno glicol e coletados a temperaturas criogénicas
(100 K), em fluxo de vapor de nitrogénio. Os dados de difragcdo de raios-X foram
coletados na linha de luz de cristalografia de proteinas MX-2, Laborat6rio Nacional
de Luz Sincrotron em Campinas (LNLS), com detector Marmosaic-225 CCD
(MarUSA), usando um comprimento de onda tipico de 1,45866 A, respectivamente.
Diversos testes preliminares também foram realizados na fonte caseira Rigaku
UltraX-18 equipada com detector Mar 345 image plate, localizado no Instituto de
Fisica de S&o Carlos.

Os conjuntos de dados foram obtidos através do método de rotacédo (A). A
indexacdo das primeiras imagens e as estratégias de coleta, para determinar a
orientacao do cristal, os parametros de cela (as dimensdes da cela unitariaa, be ce
os angulos q, B, y), além de determinar o grupo pontual, que designa a simetria do
cristal, e estimar a mosaicidade foram realizadas pelo programa XDS.!'° Esse passo
€ necessario para que se planeje uma estratégia eficiente de coleta de dados,
minimizando o tempo de exposicdo do cristal ao feixe de raios-X, angulo de
oscilacédo, distancia da placa ao detector, fazendo com que se maximize a qualidade
dos resultados.

A integracdo dos dados, as reflexdes observadas e eventualmente, o
refinamento dos paradmetros cristalinos também foram processadas e reduzidas
utilizando o programa XDS.*® Para o processamento do conjunto foram realizados o
refinamento da cela unitaria e a integracdo das imagens de difracdo, que consiste
em quantificar a intensidade de cada ponto de difracdo resultando em uma lista de
indices de Miller (hkl), com a intensidade de cada reflex&o individual que foi medida.
Para o escalonamento das intensidades e o agrupamento de todos os dados foi
utilizado o programa AIMLESS*® do pacote CCP4%! que consiste em escalonar e
agrupar as Iintensidades das reflexdes equivalentes relacionadas por simetria,
buscando corrigir diferencas nas intensidades devido por exemplo a absorcdo de
raios difratados e a variacdo da radiacdo incidente. O numero de moléculas
presentes na unidade assimétrica foi estimado utilizando o programa

Matthews_coeff. 1?2
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3.7 Obtencéo da estrutura cristalogréafica e refinamento

As estruturas cristalograficas foram resolvidas pelo método de substituicdo
molecular utilizando o programa PHASER.'* Foi utilizado como molde estrutural as
coordenadas da estrutura depositada no PDB'** com cédigo de acesso 3S71.'%
Comumente esse método baseia-se na utilizacdo de um modelo estrutural de uma
proteina com identidade sequencial geralmente de 30% ou maior, que € transladado
e rotacionado na cela unitaria, para que a partir do modelo inicial e os dados da
estrutura desconhecida observados se encontre em uma solucdo com o melhor
ajuste entre os dados de difracdo calculados. Nesse processo se busca encontrar a
melhor concordancia entre a estrutura real e o modelo proposto. Essa concordancia
deve-se refletir numa igualdade entre os fatores de estruturas observados (Fops) € 0S
fatores de estrutura calculados (Fcac).

Os programas PHENIX e COOT*#*?8 foram utilizados alternadamente para a
realizacdo de ciclos de refinamento e para a construcdo do modelo. Para o
acompanhamento da qualidade do refinamento os parametros mais comuns
analisados sdo o fator R (Rfactor) € O (Riee). EsSses parametros quantificam a
concordancia entre o modelo estrutural que esta sendo refinado e os dados de
difracdo de raios-X.'*® A validacéo da estrutura cristalogréafica foi feita utilizando o
programa MolProbity.”* Apés a obtencdo da estrutura com modelo estrutural
satisfatério para os dados cristalograficos os contatos interatdmicos da proteina-
ligante, a andlise e producdo das figuras com as interacdes no sitio ativo foram
realizadas pelo programa PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version
1.5.0.4 Schrédinger, LLC).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Cristalografia
4.1.1 Expressao e purificagao do dominio LBD do PPARy

O PPARy LBD foi expresso em bactérias E. coli conforme descrito no item
4.1, os procedimentos empregados para os testes iniciais de expressdo foram
adaptados de protocolos ja utilizados para receptores nucleares, porém com
algumas modificacbes. A purificacdo da proteina foi realizada em duas etapas: i)
cromatografia de afinidade utilizando um gradiente de imidazol, a Figura 13
corresponde ao gel SDS-PAGE 15% do PPARYy LBD. Utilizou-se a segunda etapa,
pois esta ndo foi suficiente para a remogéao dos contaminantes. ii) cromatografia por
exclusdo de tamanho, no qual garantiu uma melhor separagcdo entre as proteinas
contaminantes e a proteina de interesse, onde sdo separadas por tamanho (massa
molecular).
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Figura 13 - Gel de poliacrilamida 15%indicando a expressdo em larga escala e purificagdo do
dominio LBD do receptor PPARy de origem humana. Pogo 1- marcador de peso
molecular; 2-meio induzido; 3-produto ndo ligado a matriz 1 (flow through), 4- flow
through 2; 5-tamp&o de lavagem sem imidazol; 6-tampédo de lavagem + 5mM de
imidazol; 7-tamp&o de lavagem + 10mM de imidazol; 8-tamp&o de lavagem + 20mM de
imidazol; 9-tamp&o de lavagem + 40mM de imidazol e 10-tampao de lavagem + 200mM
de imidazol.

12—

Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 14 mostra o perfil cromatografico da purificacdo por exclusdo de
tamanho, a proteina de interesse apresentou um pico predominante, no qual o

PPARYy eluiu na coluna em um volume de 70 mL que corresponde as proteinas de
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massa de aproximadamente 30 kDa segundo a calibracdo da coluna com proteinas
de massa molecular conhecidas (dados ndo demonstrados). A pureza da amostra
foi confirmada por SDS-PAGE 15% (Figura 14 inserto). O rendimento da purificacédo
foi cerca de 30mg/L de cultivo e as proteinas foram concentradas até 10 mg/mL e
armazenadas a -80 °C para posterior ensaios de cristalizag&o.
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Figura 14 - Perfil cromatografico do PPARy LBD apo6s a purificagdo por afinidade, as fragdes
referentes ao pico de PPARy foram coletadas, concentradas e analisadas por SDS-
PAGE 15%.

Fonte: Elaborada pela autora.

Foi realizado um screening de cristalizacdo para os 5 ligantes selecionados
previamente neste trabalho, utilizou-se para todos estes ligantes diferentes
concentracfes de agentes tamponantes e diferentes pHs, porém ndo obtivemos
cristais de boa qualidade e que apresentassem um padrdo de difracdo adequado
para a realizacdo da técnica de difragdo de Raios-X para o ligante 1,2 e 5. A seguir

serao apresentados os dados obtidos para o ligante 3 e 4.
4.2 Analises Estruturais do PPARy-LBD em Complexo com o ligante 3
4.2.1 PPARy com o Ligante 3

O ligante 3 possui em sua estrutura o grupo tetrazol, no qual é formado

por um anel de quatro &tomos de nitrogénio e um atomo de carbono (Figura 15).
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Este complexo e os 4 demais como ja foi mencionado foram caracterizados como
ligantes do PPARy em um trabalho de docking realizado pelo nosso grupo.
Casimiro-Garcia e colaboradores ®° identificou este grupo funcional como ligante do
PPARYy e presente nos agonistas do PPARy. Com isso a busca por estruturas do

PPARy complexados com ligantes tetrazéis foi realizada.
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Figura 15 - Estrutura quimica do ligante 3, em vermelho evidenciando o grupo tetrazol.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.2 Testes de cristalizagado, coleta e processamento dos dados do PPARy

com o Ligante 3

Diversas condicOes de cristalizagédo foram realizadas para o complexo 3 com
PPARy-LBD, como descrito na secao 3.5. As condicbes que mais apresentavam
indicios de formacao de cristais era aquelas que continham Tris-HCI como tampéo e
pHs que variavam de 7,0 a 8,0. A otimizacdo dessas condi¢cdes resultou na
formacdo de cristais mais morfologicamente regulares e cristais maiores. O cristal
selecionado para a coleta de difracdo de raios-X cresceu na condicdo de 0,9 M de
citrato de sodio, 100 mM de Tris-HCI pH7,0 Figura 16A.

Para a coleta de dados, os cristais foram imersos em solug&o crioprotetora
contendo etileno glicol a 15% (v/v). Logo apds, os mesmo foram resfriados
diretamente no vapor de nitrogénio liquido a 100K e mantidos durante toda a coleta
nessa temperatura. Foram obtidos imagens bem definidas resultante do
espalhamento de raios-X e padrbes de difragcdo que apresentavam rede cristalina

unica para o cristal de PPARy-LBD com o ligante 3.
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(A) (B)

Figura 16 - A. Cristais do complexo 3 crescido na condicédo de 0,9 M de citrato de sédio, 100 mM de
Tris-HCI pH 7,0. B. Padréo de difragdo do PPARy em complexo com o ligante 3 com
difracdo a 2,2 A.

Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 16B mostra a imagem do padrdo de difracdo para o conjunto
coletado. O conjunto nao apresentou anel de gelo que prejudicassem um
processamento inicial simples e as reflexdes vistas sdo caracteristicas da difragéo
por uma rede cristalina de proteina. ApOs a coleta, indexagdo, integracdo e
escalonamento das imagens foram obtidos as estatisticas de coleta e dados do
refinamento que estédo resumidas na Tabela 1.

O cristal do PPARy-LBD com o ligante 3 teve os dados processados no grupo
espacial C2 e coletado a uma resolucdo méaxima de 2.2 A. Duas moléculas foram
observadas na unidade assimétrica, denominadas cadeia A e B, o que foi
confirmado apds a substituicdo molecular feita no programa PHASER utilizando
como modelo a estrutura 3DZY do PDB como molde.



Tabela 1 - Estatisticas cristalogréaficas de
complexo 3.
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coleta e refinamento do PPARy-LBD com o

Parametros

PPARy-complexo 3

Comprimento de onda/Linha
Resolucéo (A)
Grupo espacial

Cela unitaria

Numero de reflexdes Unicas
Multiplicidade
Completeza (%)
<l/o(l)>
B-factor médio
R-merge*
CC1/2
CC*

R-factor / R-free
Macromoléculas
Ligante
Agua
Proteinas
RMSD (ligac&o) A
RMSD (angulo) °
Ramachandran plot (%)
Regido favoravel
Regido permitida
Regido ndo permitida
Clashscore
B-factor médio
Macromoléculas
Ligante
Solvente

1,459/LNLS-MX2
453-22(2,2-2,2)
c2
92,7:62,1; 118,2 A
B101.9°
31871 (2805)
3,5 (3,0)

94,7 (84,1)
16,2 (2,5)
35+30
0,08686 (0,406)
0,978 (0,775)
0,995 (0,934)
0,2598 (0,7311) / 0,3085 (0,7649)
3860
22
74
513
0,008
1,13
0
97
0,2
10,24
60,90
60,90
74,40
54,90

*Rmerge = Yhkl Yi [li(hkl)-<I(hkl)>]/ >hkl Yi< I(hkl)>, onde li(hkl) é a intensidade observada para

I(hkl) e < I(hkl)> é a média das intensidades

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.3 Andlise estrutural do PPARy com o Ligante 3

A estrutura tridimensional do PPARy-LBD complexado com o ligante 3 como

ja foi descrito anteriormente para outras estruturas do PPARYy, consiste de 13 a-

hélices que formam um sanduiche de trés camadas antiparalelas de a-hélices com

trés pequenas fitas-B.****? Foi observado que o complexo 3 se liga ao bolséo de

ligacdo da cadeia B do PPARYy (Figura 17). A hélice 12 apresenta uma conformacao

ativa (H12 fechada) na cadeia A e a cadeia B mantém-se numa conformacdao inativa
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(H12 aberta). Esta conformacéo inativa € devido aos contatos cristalinos com os
residuos vizinhos da molécula simétrica da cadeia A, provavelmente estas

interacdes impedem uma mudanca para a conformacao ativa.

Figura 17 - Representacédo do dimero do PPARy-LBD complexada com o ligante 3. As hélices-a da
cadeia A estdo representadas em lilds e as da cadeia B em rosa, as H12 estdo
representadas em ciano, o ligante esta representado em verde e sticks.

Fonte: Elaborada pela autora.

O ligante 3 interage com o PPARYy por meio de interagbes hidrofobicas e
estabiliza a folha-B através de uma ligagéo de hidrogénio entre o grupo tetrazol do
ligante e a molécula de agua. Esta molécula de agua estabiliza o ligante em todas as
demais ligacdes de hidrogénio. O anel tetrazol do ligante esta rotacionado para a
direcdo da H3. Essa ocupacdo do ligante faz com que ele faca duas ligacbes de
hidrogénio com 0 NH1 e NH2 da R 288, sendo esta uma forte interagcdo polar. Essa
ligacdo faz com que a H12 néo faca importantes interacdes, alterando visivelmente o
modo de ligacdo do complexo 3. A distancia entre a molécula de agua e o atomo
NH1 do anel tetrazol do ligante é de 3,2 A, a outra ligac&o de hidrogénio com a agua

e a L228 tem uma distancia de 2,8 A. Na Figura 18 pode ser visto o mapa de
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densidade eletrénica em torno do ligante 3 e dos aminoacidos que estao fazendo as
interacdes e na Figura 19 as liga¢cdes de hidrogénio em destaque.

Figura 18 - Nesta figura esta evidenciado o omit map do ligante 3 em 2Fo-Fc, o contorno mostrado
para o ligante é de 1,00. Em linhas tracejadas esta mostrando as ligag6es de hidrogénio
com suas respectivas distancias.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 19 - Detalhes estruturais do complexo PPARy-LBD com o ligante 3 na conformacéo inativa
(cadeia B), as linhas tracejadas em amarela indicam as liga¢des de hidrogénio.

Fonte: Elaborada pela autora.

Quando se faz uma andlise das interagbes entre o PPARy e o complexo 3
nota-se que o ligante ndo interage diretamente com a Tyr 473, (como descrito na
secao 1.7 para agonistas totais), ou seja o complexo 3 esta localizado entre a hélice
H3 e as fitas B e tem sido demonstrado que essa regido € ocupada por agonistas
parciais sintéticos.*>*® Os agonistas totais como a rosiglitazona se ligam em uma
conformacao em forma de U com a cabeca polar se estendendo em direcdo a hélice
AF-2 para formar uma ligacéo de hidrogénio com o grupo hidroxila da cadeia lateral
da Tyr 473 e dessa forma fechar a H12 em uma conformacéo ativa. Além da Tyr
473, duas histidinas H323 e H449 participam na fixacéo da TZD*® (Figura 20).

O complexo 3 se liga ao PPARy de maneira diferente da rosiglitazona, pois
ela ocupa uma regido delimitada pela H3 e fitas B e esta localizada a uma distancia
consideravel da H12, ndo interagindo com os residuos da H12 que na forma ativa
estabiliza o receptor, 0 que é caracteristico dos agonistas como as TZDs. Quando a
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estrutura cristalografica com o complexo 3 é sobreposto com a estrutura com a
rosiglitazona 2PRG (Figura 21), demonstra que ndo é possivel a acomodacao dos

ligantes simultaneamente.

Figura 20 - Padrdo das interacdes da rosiglitazona (PDB:2PRG).

Fonte: Elaborada pela autora.

O modo de ligacdo descrito para o ligante 3 permite classifica-lo no grupo de
ligantes que nao interagem diretamente com a H12, descritos como agonistas
parciais na secéo 1.7, estabilizando as fitas-B por meio de interagées hidrofébicas.?*
Este padrdo de ligacdo também é visto para agonistas parciais como INT131*? que
necessita de uma molécula de agua para mediar o contato com Tyr 473 da H12. O
agonismo parcial do INT131 resulta em uma redugdo dos efeitos colaterais
caracteristicos dos agonistas totais TZD e reducao nos niveis de glicose sem causar
edemas.™® Além dos agonistas parciais MRL-24 e o GQ-16 >° que bloqueiam a
fosforilacdo da S273 pela CdK5. Quando se faz uma sobreposicéo entre o complexo
3 e um dos agonistas parciais, 0 MRL24, podemos notar a semelhanca na estrutura
tridimensional entre eles, incluindo a H12 e a acomodacéao dos ligantes por meio das
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interacdes hidrofébicas semelhantes entre estes agonistas (Figura 22). Além das
semelhancas nas regides das ligacdes de hidrogénio hidrofdbicas.

L,
0

tse)an
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Figura 21 - Sobreposigdo da estrutura do PPARy complexado com o ligante 3 (dourado) e do
PPARYy complexado com a rosiglitazona (pink).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 22 - Sobreposi¢cdo do complexo 3 em dourado com o agonista parcial MRL-24 em azul

(2Q5P).

Fonte: Elaborada pela autora.

A ocupacdo do complexo 3 pode levar diferencas na estabilizagcdo das
cadeias A e B, como podemos observar na Figura 23 do fator de temperatura (B-
factor), onde mostra regides mais dindmicas e/ou menos ordenadas. A determinagéo
dos fatores de temperatura das estruturas cristalograficas serve como uma indicacao
direta da mobilidade da proteina e prevé a informacdo sobre a distribuicdo da
densidade eletrbnica. A espessura da linha é proporcional ao grau de movimentagao
da regido correspondente.

Fazendo uma analise da distribuicdo dos fatores de temperatura do complexo
3, mostrou que ocorre uma estabilizacdo um pouco diferenciada entre a cadeia A e a
cadeia B. A cadeia A apresenta uma maior estabilidade préximo a H11 e H12 se

comparado com a cadeia B (regido que se encontra o ligante). A cadeia B possui
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uma estabilizacdo maior na regido do loop entre a H2 e H2' entre a regido das fitas-8
que pode ser explicado devido as interagfes hidrofobicas que o ligante faz nessa
regido e exerce um papel na estabilizacdo de regides especificas da estrutura da
proteina. Pode-se dizer que a atividade transcricional para um ligante ndo se
restringe pela presenca ou auséncia de intera¢des diretas com a H12, mas sim pelo

modo de ligacao ao receptor.

Figura 23 - Distribuicdo dos fatores de temperatura da cadeia A e da cadeia B do complexo 3. A H12
esta representada em linhas tracejadas em vermelho.

Fonte: Elaborada pela autora
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Loop H2-H2'

Rosiglitazona (PDB 2PRG) Complexo 3

Figura 24 - Distribuicdo dos fatores de temperatura do agonista total rosiglitazona, do complexo 3 e
do agonista parcial MEKT76 que apresenta no seu refinamento uma resolucédo de 2,2 A
0 mesmo que o complexo 3. Para todas as estruturas tridimensionais estdo mostradas
as cadeias B.

Fonte: Elaborada pela autora
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Na andlise da distribuicdo dos fatores de temperatura comparando o agonista
total rosiglitazona, com os agonistas parciais, complexo 3 e MEKT76 (PDB 4YT1) a
uma resolucéo de 2,2A, mesma resolucéo que o complexo 3 (Figura 24), mostrou
gue ocorre uma estabilizacdo diferenciada das estruturas quando complexadas a
diferentes agonistas. Os agonistas parciais estabilizam o Q-loop, enquanto que a
rosiglitazona estabiliza a H12. De acordo com essas analises dos fatores de
temperatura foi demonstrado que a regido das fitas-B, do Q-loop e a H2', séo
preferencialmente estabilizadas pelos agonistas parciais como o0 complexo 3 € 0
MEKT76 enquanto que a rosiglitazona estabiliza preferencialmente a H11 e H12,
regido onde se encontra os ligante. Isto também se deve pela forte interagdo com a
Y473 (H12), que é a base estrutural para o seu comportamento agonista. **3

Para as regides estabilizadas pelos agonistas parciais como a regido do Q-
loop pode ser explicada por essa regido ser mantida rigida devido as ligacGes
hidrofobicas que o ligante faz nessa regido. Na regidao do B-hairpin dos agonistas
parciais, mostra que de fato a proximidade do ligante com o B-hairpin da uma maior

estabilizacdo nessa regido do que quando o ligante interage na H12.

4.2.4 Adipogénese em células 3T3-L1

Foi realizado pelo grupo do Professor do Paul Webb (The Methodist Research
Institute, em Houston, TX, EUA), testes de diferenciacdo de adipécitos com o ligante
3 e aroziglitazona, que corroboraram com este trabalho para verificar se este ligante
tetrazol € capaz de promover a adipogénese. A diferenciacdo de adipécitos foi
realizada com as células murinas 3T3-LI, que possuem uma morfologia de
fibroblastos, mas que em condi¢cdes apropriadas séo diferenciadas a adipdcitos.
Para avaliar os efeitos do ligante 3 sobre a diferenciagéo de adipocitos induzida pela
roziglitazona, foram adicionados 1pM, 10uM concomitantemente com 1pM de
roziglitazona.

A diferenciacdo das células é iniciada pela exposicdo destas ao coquetel
adipogénico contendo isobutilmetilxantina (IBMX), que € um inibidor de
fosfodiesterase competitivo e n&o seletivo, a dexametaxona, que € uma molécula
anti-inflamatoria esteréide que estimula a diferenciacdo osteogénica e adipogénica
de maneira dependente de células, tempo e concentracdo e a insulina que €

amplamente utilizada para induzir proliferacdo e diferenciacdo de pré-adipécitos.'3*


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3182038/#B49
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3182038/#B49
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3182038/#B49
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O IBMX em combinagdo com dexametasona regula o PPARy, promovendo a
adipogénese. ** As células foram coradas com o corante Oil Red que é um corante
qgue quando adicionado as culturas de células de adipdécitos nos ajuda a identificar
quais as que ja se encontram diferenciadas, pois este corante vai tingir de vermelho
os lipidios que se encontrarem nas células.

Foi possivel ver que o ligante 3 tem efeitos adipogénicos em células 3T3-LlI
bem menor do que quando comparado com a rosiglitazona e pode-se predizer que o
ligante 3 pode ser considerado um importante agonista parcial do PPARy (Figura
25). Além disso, para o ligante 3 espera-se que tenha um efeito hipoglicemiante in
vivo sem efeito adipogénico forte como tem a rosiglitazona, uma vez que é similar ao
que foi apresentado em uma patente em 1989 por Kenneth L. e colaboradores®*® em
gue a estrutura apresentada por este ligante possui um grupo tetrazol onde os testes
realizados em ratos, os agentes hipoglicemiantes que apresentavam este grupo
tetrazol tiveram como resultado a reducédo dos niveis de glicose no sangue desses

ratos que sofriam de hiperglicemia e também diabetes.

(a)

3T3L1 Fibroblastos

(b)
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Figura 25 - Ensaio de diferenciacdo das células 3T3-LI com o ligante 3. A. mostra as células 3T3-LlI
antes da diferenciagdo na presenca da solucdo de diferenciacdo (insulina,
dexametasona e IBMX), os pré-adipdcitos atingiram a morfologia de adip6citos maduros
com caracteristicas primarias, incluindo um grande numero de goticulas lipidicas
citoplasmaticas. A coloragdo com Oil Red O evidenciou as goticulas lipidicas com
marcacdo vermelha. Em B as células com concentracdes diferentes do ligante 3 e
rosiglitazona.

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.25 Discusséao

Agonistas parciais que fazem interacdes independentes da H12 e que
bloqueiam a fosforilagdo do PPARy mediada pela CDK5 do PPARy sdo outras
alternativas para uma construcdo de uma nova classe de ligantes.?®>>%% O
aumento da taxa de fosforilacdo do PPARy na Ser273 pela CDK5 est4 associado
com a resisténcia a insulina relacionada com a obesidade. O tratamento com
rosiglitazona reduziu a fosforilagdo do PPARy mediada pela CDK5 em ratos.* Esta
recente descoberta que o PPARYy, alvo de drogas anti-diabéticas por inibicdo da
fosforilacdo mediada por Cdk5 do receptor tem proporcionado uma nova perspectiva
para avaliar e talvez desenvolver agentes de sensibilizacdo a insulina melhorados.
Dois ligantes agonistas parciais foram selecionados para mostrar o bloqueio da
fosforilacdo da S273 pela CDK5, 0 MRL-24 e o GQ-16.>% Esta fosforilacdo esta
relacionada a um efeito adipogénico com consequéncias para a sensibilidade a
insulina. A estrutura do ligante GQ-16 ligado ao PPARy demonstra que o composto
utiliza um modo de ligacado distinto de outros ligantes de PPAR relatados, embora
ndo partilham algumas caracteristicas estruturais com outros agonistas parciais, tal
como MRL-24.% Estudos de hidrogénio / troca de deutério revelam que a GQ-16
estabiliza fortemente a regido da folha-B do receptor, presumivelmente explica a
eficacia do composto na inibicdo da fosforilagdo mediada por Cdk5 de Ser-
273. Simulacdes de dinamica molecular sugerem que a atividade de agonista parcial
da GQ-16 resultam de fraca capacidade do composto para estabilizar a hélice 12 na
sua conformacéo ativa. Estes estudos sugerem que o modelo emergente, em que a
terapéutica a base de PPARYy inibem a fosforilagdo mediada por Cdk5 é de fato um
quadro vélido para desenvolver melhores agonistas de PPARy que retém as acdes
anti-diabéticos, minimizando os efeitos indesejaveis.®

O modo de ligacdo do complexo 3 faz com que ele néo interaja com a H12
estabilizando as fitas-B e provocando uma maior estabilizacdo nesta regido, assim
como os ligantes GQ16 e MRL24, podendo ser um importante farmaco
sensibilizador insulinico, sem causar diversos efeitos colaterais, ja que o mesmo
pode bloquear a fosforilacdo da Ser273 pela Cdk5.*® E este complexo pode ser
classificado como um agonista parcial do PPARy. A andlise do fator de temperatura
da estrutura cristalografica indica que a H12 é pouco estabilizada, isso mostra que a
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H12 pode ser muito dindmica e capaz de adotar conformacdes ativas e inativas na
presenca do ligante.

Foram realizados ensaios de diferenciacdo de adipécitos do ligante 3
comparado com a rosiglitazona, onde pode-se ver que o ligante 3 apresenta efeitos
adipogénicos reduzidos quando comparado a rosiglitazona. Com isso sugere-se que
o complexo 3 pode ser um composto atrativo para o redesenho de novos farmacos
gue apresentem efeitos colaterais reduzidos.

Além dos ligantes citado acima o complexo 3 pode ser comparado com as
amorfrutina 2 e amorfrutina B que utilizam as moléculas de agua para interagir com
as fitas-B e com a R288 da H3, assim como o complexo 3. As amorfrutinas séo
agonistas parciais independentes da H12 que tem alto potencial no tratamento da

diabetes tipo 2.1%°
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5 PPARy com o Ligante 4

5.1 Cristalizacao e coleta de dados do PPARy com o Ligante 4

Como ja descrito na secdo 3.5 diversas tentativas de cristalizacdo foram
realizadas utilizando citrato de sbédio e Tris-HCI e HEPES em diversas
concentracdes, diferentes pHs e também kits de cristalizacdo. Foram obtidos cristais
do PPARYy complexado com o ligante 4 pelo método de gota pendurada na condicéo
contendo citrato de sodio 1,0 M, HEPES 0, 1M pH 7,5. (Figura 26). Varios cristais
foram submetidos a difracdo de raios-X na linha MX-2 do LNLS e foram obtidos
conjunto de dados para o cristal do ligante 4 com o PPARYy, porém com uma baixa

resolucéo de 3A, o que dificulta 0 mapa de densidade eletrénica em torno do ligante.

Figura 26 - Cristais obtidos do PPARy com o complexo 4.

Fonte: Elaborada pela autora

O complexo 4 assim como o complexo 3 apresenta em sua estrutura o0 grupo
tetrazol, formado por um anel de quatro atomos de nitrogénio e um atomo de
carbono. A estrutura tridimensional do complexo 4 com o PPARYy foi resolvida no
grupo espacial C2 e as estatisticas do processamento dos dados e refinamento da
estrutura cristalografica estdo mostradas na tabela 2. Na unidade assimétrica foram

observadas duas moléculas denominadas como cadeia A e cadeia B (Figura 27).
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Apenas na cadeia B foi identificada uma densidade caracteristica do ligante 4, no
gual o modo de ligacdo assim como para o complexo 3 mostrou-se dependente do

estado conformacional da H12.

Tabela 2 - Estatisticas cristalograficas de coleta e refinamento do PPARy-LBD com o

complexo 4.
Parametros PPARy-complexo 4
Comprimento de onda/Linha 1,459/LNLS-MX2
Resolucéo (A) 45,6- 3,0 (3,107- 3,0)
Grupo espacial C2
Cela unitaria 92,8:62,0,118,2 A
101.84 °
Numero de reflexdes Unicas 13203 (1342)
Completeza (%) 98,45 (98,82)
<l/o(l)> 8,18 (0,92)
B-factor médio 60,26
R-factor / R-free 0,2465 (0,3794)/ 0,3030 (0,4217)
Macromoléculas 4034
Ligante 22
Agua 0
Proteinas 516
RMSD (ligac&o) A 0,026
RMSD (angulo) ° 0,96
Ramachandran plot (%) 0
Regido favoravel 97
Regido permitida 0
Regido ndo permitida 0,79
Clashscore 23,14
B-factor meédio 58,10
Macromoléculas 58,10
Ligante 51,90

*Rmerge = Yhkl i [li(hkl)-<I(hkl)>|/ Yhkl Yi< I(hkl)>, onde li(hkl) é a intensidade observada para
I(hkl) e < I(hkl)> é a média das intensidades

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 27 - Estrutura do PPARy com o complexo 4. A cadeia A esta representada em ciano e a
cadeia B em rosa, as H12 estdo em destaque.

Fonte: Elaborada pela autora

A estrutura tridimensional do PPARy como complexo 4 consiste de 13 a-
hélices formando um sanduiche de trés camadas antiparalelas de a-hélices com 4
pequenas fitas-B, descritas anteriormente para estruturas de PPARy.” O conjunto foi
refinado com valores de Riactor 0,246 € Riee 0,303, 0 refinamento foi dado como
encerrado quando nao foi mais possivel a minimizacao desses indices. Como era de
se esperar para o complexo 4 que possui em sua estrutura um anel tetrazol, a H12
da cadeia A esta na conformacéo ativa e, portanto, encontra-se fechada sob o corpo
do receptor. O complexo 4, mais especificamente o grupo tetrazol do ligante ocupa
o braco | do PPARYy, que é composto por residuos polares e hidrofébicos e, o braco
Il e Ill do receptor, respectivamente, sdo constituidos principalmente por residuos
hidrofébicos. O complexo 4 ocupa o LBP do PPARy sem nenhuma interagao com a
Tyrd73 da H12, como descrito para agonistas totais do PPARYy.

Na cadeia B assim como para o complexo 3, a H12 encontra-se na

conformacéo inativa (aberta) e o anel tetrazol também estd rotacionado para a
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direcdo da H3. Essa ocupacdo do ligante permite que ele faca interagcbes
hidrofébicas com NH1 do anel tetrazol com a H449 com uma distancia de 3,4 A e
outra ligacdo de hidrogénio com o NH2 do anel tetrazol também com a H449 com
uma distancia de 3,2 A. Outra ligacdo de hidrogénio presente na estrutura
tridimensional entre o complexo 4 e o PPARYy é entre a R288 e o grupo carboxila do
complexo 4 com uma distancia de 3,5 A, esta é uma ligacdo de hidrogénio
hidrofobica e de van der Waals (Figura 28). Essas interacdes hidrofébicas proximas

as fitas-B estao presentes em agonistas parciais do PPARYy.

R288
o*
ezl H323
Ha4o ¥°°"°
"\‘
H12

Figura 28 - Interacdes entre o ligante 4 e o receptor PPARy. As ligagdes de hidrogénio estéo
representadas em linhas tracejadas em preto.

Fonte: Elaborada pela autora

Como ja foram mencionados anteriormente o0s agonistas totais como a

rosiglitazona se ligam em uma conformacdo em forma de U com a cabeca polar
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estendida na direc@o a hélice AF-2, assim formando uma ligagcdo de hidrogénio com
0 grupo hidroxila da cadeia lateral da Y473, fazendo com que a H12 fique numa
conformacéao fechada, porém ativa no qual os coativadores podem ativar e se ligar a
magquinaria transcricional.'*® Fazendo uma sobreposicdo com alguns agonistas
parciais (Figura 29) como o MRL24, INT131, GQ16, amorfrutina | e amorfrutina Il
pode-se ver a similaridade entre elas e a acomodacgéo dos ligantes no bolsédo de
ligacdo de forma semelhantes. Porém quando se observa o GQ16 que na Figura 30
estd em amarelo ele esta ligeiramente deslocado na regido da fita-B, isso pode ser

devido ao grupo espacial que é P212121.

Figura 29 - Sobreposicdo do complexo 4 com 0 agonista total rosiglitazona. B. Sobreposicdo do
complexo 4 com agonistas parciais MRL24 (PDB 2Q5P), INT131 (PDB 3FUR), GQ16
em amarelo (PDB 3T03), amorfrutina | (PDB 4A4V) e amorfrutina Il (PDB 4A4W).

Fonte: Elaborada pela autora
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No alinhamento do complexo 3 com o complexo 4 também nota-se a
similaridade entre eles, porém o anel tetrazol dos ligantes estdo rotacionados. O
anel tetrazol no complexo 3 esta na posicdo meta e no complexo 4 este anel estad na
direcao orto (Figura 30). Apesar de ainda nenhum estudo in vitro do complexo 4
tenha sido realizado essas evidéncias mostradas em relagdo ao complexo 4 e outros
agonistas parciais do PPARy pode-se predizer que ele seja um agonista parcial do
PPARy e que pode apresentar um efeito hipoglicemiante in vivo, via ativacdo do
PPARYy.

Na analise dos fatores de temperatura do complexo 4 (Figura 31) nota-se a
mesma similaridade dos agonistas parciais e do complexo 3, onde a regido de maior
estabilizacdo é a regido do Q-loop e fitas-B. Mais uma evidéncia que pode predizer

que o complexo 4 faz parte da classe dos agonistas parciais do PPARYy.

Figura 30 - Sobreposicdo do complexo 3 em lilas e do complexo 4 em dourado, em ambos a H12
esta representada em rosa. Ao lado esta em evidéncia a conformacédo dos ligantes.

Fonte: Elaborada pela autora
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Figura 31 - Distribuicdo dos fatores de temperatura da cadeia A e da cadeia B do complexo 4. A H12
esta representada em linhas tracejadas em vermelho.
Fonte: Elaborada pela autora

5.1.1 Discussao

Neste capitulo foi apresentado mais uma estrutura tridimensional do PPARYy,
complexado com o ligante 4. Os agonistas do PPARy sédo utilizados para o
tratamento de diabetes tipo 2, aumentando a sensibilidade a insulina e diminuindo as
adipocitocinas  pré-inflamatérias.*® No entanto, os efeitos adversos, como a
acumulacado de agua e o ganho leve, estdo associados a alguns desses agonistas
Estudos de expressdo do PPARy em modelos murinos e humanos sugeriram que
nem o agonismo total nem o antagonismo de PPARYy oferecem uma abordagem de
tratamento ideal para transtornos metabdlicos.”” Ainda assim, a identificacdo de
moléculas que ativam moderadamente o PPARy pode ser um importante objeto de
estudo.

A andlise estrutural do ligante 4 complexado com o PPARy fez com que ele

fizesse importantes ligacbes de hidrogénio independente da H12 e estabilizando o
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Q-loop e fitas-p através de interacdes hidrofobicas entre a estrutura proteica e o
ligante como vistas para agonistas parciais do PPARy. Além de que quando
comparado os fatores de temperatura do complexo 4 com agonistas parciais 0
mesmo padrédo de estabilizacdo das hélices foram mantidos. Com isso pode-se
predizer que o complexo 4 é um agonista parcial do PPARy. Dado que tanto o
complexo 3 como o complexo 4 podem resultar em menos efeitos adversos em
comparacao com os ativadores totais do PPARy como a rosiglitazona, mantendo os
efeitos metabdlicos benéficos associados a ativagcdo moderada de PPARY.

Estes dois ligantes apresentam na sua estrutura o grupo tetrazol, e podem ser
considerados agonistas parciais importantes, pois em uma Patente que foi publicada
em 1989,%° (Figura 32) mostrou que a partir dos dados experimentais obtidos, é
evidente que os compostos que apresentam esta estrutura reduzem os niveis de
glicose no sangue, 0 que 0s caracteriza como agentes anti-hiperglicémicos uteis no
tratamento de estados patolégicos que envolvem niveis sanguineos anormalmente
elevados de glicose, como diabetes mellitus. Também demonstrou que os ratos
tratados com compostos tetrazoéis similares, tiveram uma reducédo da glicemia em
funcdo do tempo, mostrando que estes dados corroboram com dados em células E.

coli e corroboram com dados in vivo que dizem que ele é ativo. Possuem efeito

PPARYy dependente e esses ligantes séo considerados agonistas parciais pelo modo
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de ligacéo que eles apresentam com o PPARYy.
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Figura 32 - Estrutura quimica de compostos tetrazdis publicado na patente por Kenneth e

colaboradores.

Fonte: Adaptado de Kenneth'®®
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com diversos efeitos colaterais relacionados aos TZDs, novos grupos
funcionais que levem a uma diminuicdo desses efeitos colaterais pode ser uma
alternativa para o tratamento do diabetes tipo Il. Este conjunto de informacdes
estruturais apresentados neste trabalho para o PPARy foi de grande valia para o
entendimento das interacdes que esse receptor € capaz de fazer na presenca de um
ligante, além de que alguns destes complexos apresentados neste trabalho
possuem caracteristicas Unicas que poderdo ser Gtil no desenvolvimento de novos
moduladores seletivos do PPARy semelhante ao que ja se encontram no mercado
porém com efeitos colaterais reduzidos.

O mecanismo de ativacado classico propde que os ligantes ativem os RNs
estabilizando a H12 em uma posicdo favoravel para alojar moléculas
coativadoras. Esse mecanismo € consistente com a observacdo de que o0s
agonistas totais do PPARYy tipicamente ativam a regido da funcao de ativacéo-2
(AF-2), interagindo com a H12 por meio de uma ligacdo de hidrogénio com
Tyrd73. No entanto, estudos com agonistas parciais mostraram que tais ligantes
ndo interagem diretamente com H12, sua atividade transcricional ndo esta
correlacionada exclusivamente com mudancas estruturais ou dinamicas na H12.
Portanto, outras regifes da LBD podem desempenhar papéis na ativacéo induzida
pelo ligante, como o Q-loop, que parece ser particularmente importante para a
ativacdo de PPARYy. Um aspecto que ainda nao é claro é se o Q-loop funciona
através de um mecanismo alostérico envolvendo a H12.

Nesse panorama este trabalho apresentou estudos estruturais de dois
complexos denominados 3 e 4 com o PPARy com caracteristicas unicas, no qual
pode-se dizer que estes complexos sao classificados como agonistas parciais do
PPARy pois na andlise de suas interacdes foi possivel ver que nenhum dos
ligantes interagiam com a H12 através de ligacdes de hidrogénio. Estes ligantes
apresentam o grupo tetrazol na sua estrutura, um grupo funcional que ainda é
pouco comum em relacdo aos ligantes encontrados para o PPARy. Além de que
para o complexo 3 no teste de diferenciacédo de adipocitos mostrou que o ligante 3
possui em efeito adipogénico reduzido quando comparado a rosiglitazona, e
provavelmente ndo promovendo o ganho de peso assim como 0s agonistas totais.

Portanto, esses complexos podem ter o potencial de melhora no controle da
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resisténcia a insulina, e ser possiveis candidatos a farmacos para o tratamento de
diabetes tipo Il. Esses resultados nos proporcionaram um melhor entendimento de
como agonistas parciais interagem com o PPARy através de suas ligagdes de
hidrogénio e esses agonistas podem representar novos moldes para o desenho de

novos farmacos relacionados ao PPARYy.
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