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RESUMO

Os receptores nucleares ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR) se mostram
de grande importancia nos mais diversos tecidos, dentre eles o tecido adiposo e o
muscular de forma especial por estarem relacionados ao metabolismo glicose e lipideos.
Sendo assim, sua alteragdo pode estar relacionada a varios tipos de doencas como:
diabetes, aterosclerose, hipertensao, dislipidemia e cancer, entre outras. Os PPAR tem
sua conformagao alterada apds a interagdo com o ligante, podendo este ser diversas
gorduras da dieta ou diversos metabdlitos de lipideos, permitindo assim a modulagao de
sua atividade pela ligacao de diferentes cofatores. Devido a sua grande importancia em
varias partes do metabolismo, os PPAR tém sido alvo de varias moléculas contra as mais
variadas doencgas. Sendo assim, o presente trabalho usou analises in silico para estudar a
interacdo entre a proteina PPARy e possiveis ligantes derivados do acido anacardico.
Para este objetivo, utilizou-se o programa Autodock Vina para realizagdo das analises de
docking e o Gromacs para a dindmica molecular. Observou-se nas duas estratégias
distintas de docking utilizadas (rigido e flexivel) que todos os ligantes mostraram
capacidade de interagir na regido préxima a hélice 12 (RH12) e préxima a hélice 3 e as
fitas B (RH3). Os ligantes LDT11, 13, 208, 380 e 383 apresentaram mais ligagcdes de
hidrogénio, o que pode estar relacionado a maior estabilidade do ligante:hélice 12,
possivelmente gerando um maior recrutamento de coativadores. Uma terceira posi¢cao
(RH3'), interagindo de modo polar com residuos como Glu259 e Arg280, muito presente
no docking rigido, quase nao esteve presente no flexivel que foi feito com alguns
aminoacidos flexiveis, apresentando valores de afinidade menores. Nos experimentos de
dinamica molecular o LDT11 realizou interagdes durante longos periodos com a Ser289,
His449 e Tyr473 na regido da hélice 12, levando a menores valores de RMSD do que a
estrutura apo, principalmente com dois ligantes no sitio de interacéo, o que pode indicar a
cooperatividade como importante na estabilizagdo dessa regido da proteina. Na hélice 3 e
fitas B, os contatos foram com a Arg288, Glu291, Ser342 e Glu343, possivelmente
relacionado a estabilizagdo e consequente inibicao da fosforilagdo da Ser273. A regido de
interacdo com o ligante (LBD) da PPARYy foi expressa em grande porcentagem soluvel
nas cepas de E. coli BL21 (DE3) e BL21 (DE3) pLysE a 25°C e na BL21 (DE3) pLysS a
28°C. A purificagdo da proteina foi executada por cromatografia de afinidade a metal

imobilizado, sendo eluida a 250 mM de imidazol.



ABSTRACT

The nuclear peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are active and important
in many tissues, such as the adipose and muscle tissue, due to their involvement in
glucose and lipid metabolism. For that reason, alterations in their gene expression can
lead to diseases like diabetes, atherosclerosis, hypertension, dyslipidemia and cancer,
among others. PPAR suffers conformational changes when binding to ligands derived from
fat or lipid metabolites, which modulate PPAR's ability to bind to different co-factors.
Because of their important role in metabolism, PPARs have been targeted with a variety of
molecules to treat different diseases. Thereby, the objective of this study is to test the
interaction of designed ligands derived from anacardic acid with PPARYy. To fulfill this task,
docking was performed with the Autodock Vina program and molecular dynamics with the
Gromacs program. In both types of docking (rigid and flexible) all ligands showed
interaction capacity in regions close to helix 12 (RH12) and helix 3 and B sheets (RH3).
The ligands LDT11, 13, 208, 380 and 383 had more hydrogen bonds; this fact can be
related to the greater ligand:helix 12 stabilization, possibly inducing better co-activator
recruiting. In another docking pose (RH3’), the ligand interacts via polar contacts with
residues like Glu259 and Arg280. This pose is consistently observed in protein rigid
docking results, while in flexible docking this pose was not frequent, moreover this pose
showed smaller affinity values. In molecular dynamics experiments LDT11 had interactions
during long periods with Ser289, His449 and Tyr473 in the region of helix 12, leading to
smaller RMSD values than the apo structure, especially in experiments with two
simultaneous ligands, possibly indicating the importance of agonist cooperation. In helix 3,
the contacts with Arg288, Glu291, Ser342 and Glu343 indicate a local stabilization
capacity that might be related to the inhibition of Ser273 phosphorylation. The ligand
binding domain (LBD) of PPARy was expressed in soluble form in E. coli BL21 (DE3) and
BL21 (DE3) pLyskE at 25°C and BL21 (DES3) pLysS at 28°C. The protein was purified by

immobilized metal affinity chromatography, eluting with 250 mM of imidazole.
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(ZOETE; GROSDIDIER; MICHIELIN, 2007).
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PPARy(verde):RXR(laranja) estabilizado por contatos das respectivas H10. Cada uma das
proteinas apresenta um ligante em seu sitio, GI262570 (amarelo) em PPARy e 9cRA
(ciano) em RXR. Hélices da proteina coativadora SRC-1 sdo observadas em vermelho e
magenta.

Figura 11- Estrutura regido LBD de PPARy e SRC-1, coativador, em interagdo com o
ligante rosiglitazona. Hélices a (ciano) e fitas p (magenta), mostrando residuos em contato
com o ligante (verde), e o motivo LXXLL de SRC-1 (laranja). (A) Estrutura em cartoon da
interagc&o. (B) Alguns dos residuos que interagem diretamente com a rosiglitasona (PDB:
2PRG).

Figura 12- Interacdo entre 0 NR box do coativador SRC-1 e o LBD da PPARy (azul
escuro). Os residuos do charge clamp, Glu471 na H12 (laranja) e Lys301, podem ser
vistos interagindo com o motivo, o que auxilia na estabilizagdo da ligagado. Além disso, a
interacdo entre as Leu318 e 468 da PPARy com as Leu do motivo também estdo
mostradas (ZOETE; GROSDIDIER; MICHIELIN, 2007).
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e o SMRT (branco e magenta, respectivamente). A H12 (laranja) em interagdo com o
coativador (verde) e a mesma (amarelo) em conformagao diferente na interagdo com e o
correpressor (azul) (ZOETE; GROSDIDIER; MICHIELIN, 2007).

Figura 14- Controle da hélice 12 através da hélice 11. Diferentes tipos de agonistas
(estrelas) controlam a dinamica da hélice 12 de diferentes formas. Agonistas totais por
interacéo direta, os parciais por deslocamento da hélice 11 e antagonistas indiretos por
empurrarem a hélice 11 para o local da H12 (NETTLES; GREENE, 2005).

Figura 15- Interacdo indireta do TBBPA dentro do LBP da PPARy com o residuo Tyr473
através de moléculas de agua (DELFOSSE et al., 2014).

Figura 16- Interacdo entre o agonista parcial GW0072 e a PPARy. (A) Estruturas dos
ligantes rosiglitazona e GW0072 e (B) modo de interagao do segundo composto (esfera
de van der waals) no dominio LBD (cadeia principal em amarelo). (C) Interagdo com
residuos His323, His449 e Tyr473 realizada pela rosiglitazona, todavia o GW0072 nao
realiza essas interagdes que estabilizam a H12 (OBERFIELD et al., 1999).
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Figura 20- Estrutura do acido anacardico (SUNG et al., 2008).
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(vermelho) em interagdo no LBP do LBD da PPARy, braco um (vermelho), brago dois
(verde) e bracgo trés (azul). (A) Estrutura do LBD da PPARy (2VSR) mostrando a posi¢cao
de interacao dos ligantes. (B) Esquema das interagdes, onde os residuos nas tabelas sao
0s que compde cada um dos bragos. Aminoacidos voltados para o interior ja haviam sido
anteriomente citados compondo cada um do bragos (ZOETE; GROSDIDIER; MICHIELIN,
2007). No exterior estao residuos que participaram das diferentes interagdes nas analises
de docking.

Figura 23- Interagdes entre a proteina PPARYy (2VSR) e o LDT11. Ligagdes de hidrogénio
e interagdes hidrofébicas entre o ligante e a proteina: com o RH3 ocupado com o 9-(S)-
HODE (A), a proteina apo (C) e com o RH12 ocupado (D). (B) Interagcdes polares
(pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre o ligante LDT11 (branco) com os
aminoacidos Ser289, His323, Tyr327 e Tyr473 (rosa) da proteina PPARy ocupando o
RH3.

Figura 24- Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT11 (branco) com os aminoacidos Glu 291 (azul) da proteina PPARy (2VSR),
(B) com os residuos de aminoacido Arg288 ao ocupar a RH12 com o 9-(S)-HODE (C) com
os residuos de aminoacido His323 ao ocupar a RH3 com o 9-(S)-HODE.

Figura 25- Interacbes entre a proteina PPARy (2VSR) e o LDT13. (A) Ligagbes de
hidrogénio e interagdes hidrofobicas entre o ligante e a proteina apo (B) Ligagdes de
hidrogénio e interagbes hidrofébicas entre o ligante e a proteina com o RH12 ocupado
com o ligante 9-(S)-HODE. (C) Ligac¢des de hidrogénio e intera¢des hidrofobicas entre o
ligante e a proteina com o RH3 ocupado. (D) Interagdes polares (pontilhado em amarelo e
o distancia em A) entre o ligante LDT13 (azul) com os aminoacidos Ser289, His323,
Tyr327 e Tyr473 (rosa) da proteina PPARy ocupando o RH3.

Figura 26- Interagdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT13 (ciano) com o residuo Arg288 (azul) da proteina PPARy (2VSR), (B) com os
residuos de aminoacido Arg288 ao ocupar a RH12 com o 9-(S)-HODE (C) com os
residuos de aminoacido His323 ao ocupar a RH3 com o 9-(S)-HODE.

Figura 27- Interagbes entre a proteina PPARy (2VSR) e o LDT15. (A) Ligacdes de
hidrogénio e interagdes hidrofébicas entre o ligante e a proteina apo. (B) Interagdes

polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre o ligante LDT15 (rosa) com o0s
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aminoacidos Ser289, His323 e Tyrd73 (rosa) da proteina PPARy. (C) Ligag¢des de
hidrogénio e interagdes hidrofébicas entre o ligante e a proteina com o RH12 ocupado
com o ligante 9-(S)-HODE. (C) Ligacbes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas entre o
ligante e a proteina com o RH3 ocupado.

Figura 28- Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT15 (rosa) na RH12 da proteina PPARy (2VSR) (azul), (B) na RH3 ao ocupar a
RH12 com o 9-(S)-HODE (C) com o residuo de aminoacido His323 ao ocupar a RH3 com
o 9-(S)-HODE.

Figura 29- Interacdes entre a proteina PPARy (2VSR) e o LDT28. (A) Interagbes
hidrofdbicas entre o ligante e a proteina apo. (B) Interagdes polares (pontilhado em
amarelo e o distancia em A) entre o ligante LDT28 (roxo) com o residuo Arg288 (rosa) da
proteina PPARYy. (C) Interagbdes hidrofébicas entre o ligante e a proteina com o RH12
ocupado com o ligante 9-(S)-HODE. (D) Liga¢des de hidrogénio e interagdes hidrofébicas
entre o ligante e a proteina com o RH3 ocupado.

Figura 30- Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT28 (rosa) na RH3 da proteina PPARYy (2VSR) (azul) com o residuo Arg288, (B)
na RH3 ao ocupar a RH12 com o 9-(S)-HODE (C) com o residuo de aminoacido Tyr473
ao ocupar a RH3.

Figura 31- Interacbes entre a proteina PPARy (2VSR) e o LDT29. (A) Ligacbes de
hidrogénio e interagdes hidrofébicas entre o ligante e a proteina apo. (B) Interagdes
polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre o ligante LDT29 (amarelo) com
o residuo Arg288 e Glu295 (rosa) da proteina PPARYy. (C) Interagcbes hidrofdbicas e
ligacdes de hidrogénio entre o ligante e a proteina com o RH12 ocupado com o ligante 9-
(S)-HODE. (D) Ligagbes de hidrogénio e interagbes hidrofobicas entre o ligante e a
proteina com o RH3 ocupado.

Figura 32- Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT29 (amarelo) na RH3 da proteina PPARYy (2VSR) (azul), (B) na RH3 ao ocupar
a RH12 com o0 9-(S)-HODE e (C) ao ocupar a RH3.

Figura 33- Interacbes entre a proteina PPARy (2VSR) e o LDT30. (A) Ligagbes de
hidrogénio e interagdes hidrofébicas entre o ligante e a proteina apo. (B) Interagdes
polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre o ligante LDT29 (amarelo) com
o residuo Arg288 (rosa) da proteina PPARYy. (C) Interagdes hidrofébicas entre o ligante e a
proteina com o RH12 ocupado com o ligante 9-(S)-HODE. (D) Intera¢des hidrofébicas

entre o ligante e a proteina com o RH3 ocupado.
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Figura 34- Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT30 (cinza) na RH3 da proteina PPARYy (2VSR) (azul), (B) na RH3 ao ocupar a
RH12 com o 9-(S)-HODE e (C) na RH12 ao ocupar a RH3.

Figura 35- Interagcbes entre a proteina PPARy (2VSR) e o LDT208. (A) Ligacdes de
hidrogénio e interagdes hidrofébicas entre o ligante e a proteina apo. (B) Interagdes
hidrofébicas entre o ligante e a proteina com o0 RH12 ocupado com o ligante 9-(S)-HODE.
(C) Ligacoes de hidrogénio e interagcdes hidrofébicas entre o ligante e a proteina com o
RH3 ocupado. (D) Interagdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre o
ligante LDT29 (amarelo) com o residuo Arg288 (rosa) da proteina PPARY.

Figura 36- Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT208 (verde) na RH3 da proteina PPARy (2VSR) (azul), (B) na RH3 ao ocupar a
RH12 com o 9-(S)-HODE e (C) na RH12 ao ocupar a RH3.

Figura 37- Interagcbes entre a proteina PPARy (2VSR) e o LDT380. (A) Ligacdes de
hidrogénio e interagcbes hidrofébicas entre o ligante e a proteina apo. (B) Ligacdes de
hidrogénio e interagbes hidrofébicas entre o ligante e a proteina com o RH12 ocupado
com o ligante 9-(S)-HODE. (C) Ligac¢des de hidrogénio e intera¢des hidrofobicas entre o
ligante e a proteina com o RH3 ocupado. (D) Interagdes polares (pontilhado em amarelo e
o distancia em A) entre o ligante LDT380 (laranja) com os residuos His323, His449 e
Tyrd73 (rosa) da proteina PPARY.

Figura 38- Interagdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT380 (laranja) na RH3 da proteina PPARy (2VSR) (azul), (B) na RH3 ao ocupar
a RH12 com o0 9-(S)-HODE e (C) na RH12 ao ocupar a RH3.

Figura 39- Interagbes entre a proteina PPARy (2VSR) e o LDT383. (A) Interagdes
hidrofobicas entre o ligante e a proteina apo. (B) Ligagées de hidrogénio e interagdes
hidrofébicas entre o ligante e a proteina com o RH12 ocupado com o ligante 9-(S)-HODE.
(C) Ligacdes de hidrogénio e interagcbes hidrofébicas entre o ligante e a proteina com o
RH3 ocupado. (D) Interagdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre o
ligante LDT383 (preto) com os residuos His323, Tyr327, Lys367, His449 e Tyrd73 (rosa)
da proteina PPARYy.

Figura 40- Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT383 (preto) na RH12 da proteina PPARYy (2VSR) (azul), (B) na RH3 ao ocupar
a RH12 com o0 9-(S)-HODE e (C) na RH12 ao ocupar a RH3.

Figura 41- Andlises dos experimentos com o ligante com diferentes tipos de carga,

gerada pelo site do PRODRG e a juncao de cargas de ligantes similares (PAPER). (A)
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RMSD da cadeia principal das diferentes MD. (B) RMSD dos ligantes em interagdo no
LBP da PPARy com diferentes tipos de carga.

Figura 42- Graficos de RMSD dos experimentos de MD (A) e da regido de fitas p (B), da
H3 (C) e da H12 (D).

Figura 43- Graficos de RMSF dos experimentos de MD (A) e da regido de fitas 3 (B), da
H3 (C) e da H12 (D).

Figura 44- RMSD do ligante inteiro, cabeca e cauda durante os experimentos de MD. (A)
Dindmica apresentando o LDT11 somente na RH3. (B) Experimento com o ligante na
RH12. (C) LDT11 em interacdo em ambos os sitios simultaneamente.

Figura 45- Interacgdes entre o LDT11 e a PPARy durante a MD, com a RH12, ocupada nos
tempos de (A) 2 ns (B) 3 ns (C) 4 ns (D) 15 ns (E) 20 ns e (F) 30 ns. As distancias entre
os atomos pesados (A) das ligagdes de hidrogénio sdo mostrados em preto.

Figura 46- Interagbes entre o LDT11 e a PPARy durante a MD, com a RH3 e RH12
ocupadas, nos tempos de (A) 1 ns (B) 2 ns (C) 3 ns (D) 3,5 ns (E) 25 ns (F) 35 ns (G) 40
ns (H) 45 ns. As distancias entre os atomos pesados (A) das ligacdes de hidrogénio s&o

mostrados em preto.

Figura 47- Gel SDS-PAGE 12% da expressdo da PPARy (LBD) a 28°C e 37°C com a
cepa (A) BL21(DE3) (B) BL21(DE3) pLyskE e (C) BL21(DE3) pLysS. C1 e C2 referisse a
duas colbnias escolhidas na etapa da transformacao. O P.l. esta relacionado ao padrao de
expressao da célula antes da inducdo com IPTG. O Ref sdo proteinas de tamanho
conhecido usados como padrao: albumina bovina (66 kDa) e anidrase carbdnica (29 kDa).
A seta vermelha indica a posicdo da banda da aproximada da proteina no gel
(aproximadamente 30 kDa).

Figura 48- Gel SDS-PAGE 12% do teste de solubilidade da PPARy (LBD). DES3 referisse
a cepa BL21(DE3), PE BL21(DE3) pLysE e PS BL21(DE3) pLysS. S28 indica o pogo onde
foi aplicada a fragao soluvel a 28°C, P37 a insoluvel a 37°C e S37 a soluvel a 37°C. A seta
vermelha indica a posigao da banda da aproximada da proteina no gel (aproximadamente
30 kDa).

Figura 49- Gel SDS-PAGE 12% da expresséao e teste de solubilidade da PPARy (LBD) a
19°C com a cepa (A) BL21(DE3) e a (B) BL21(DE3) pLysE. O P.l. esta relacionado ao
padrdo de expressao da célula antes da indugdo com IPTG e ON (overnight) 16 horas
apos a inducgao. O P referisse a fragao insoluvel e o S a soluvel. A seta vermelha indica a

posi¢cao da banda da aproximada da proteina no gel (aproximadamente 30kDa).
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Figura 50- Gel SDS-PAGE 12% da expressao e teste de solubilidade da PPARy (LBD)
com as cepas BL21(DE3), no gel indicada por DE3, e BL21(DE3) pLysE, PE, a 25°C. ON
(overnight) esta relacionado ao padrao de expressao da célula 16 horas apés a indugao.
O P referisse a fragao insoluvel e o S a soluvel. A seta vermelha indica a posicdo da
banda da aproximada da proteina no gel (aproximadamente 30 kDa).

Figura 51- Purificacdo da PPARy (LBD). Cent se refere ao pellet formado apds
centrifugacao antes da injecdo na coluna. FT1 e FT2 indicam o flow through coletado em
dois momentos. O L1 referesse a primeira lavagem, onde foi passado na coluna tampao
fosfato com 50 mM de imidazol. O P1, P2 e P3 representa os trés picos coletados com a
passagem de tampéo fosfato com 250 mM de imidazol. A seta vermelha indica a posigcao

da banda aproximada da proteina no gel (aproximadamente 30 kDa).
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1. INTRODUGAO

1.1. Receptores nucleares

A superfamilia de proteinas que sdo receptores nucleares (NR) de mamiferos é
composta por mais que 45 fatores de transcricdo (em humanos 48) sendo que varios
desses sdo dependentes de interagao com ligantes (PERISSI; ROSENFELD, 2005). Este
grupo € composto de importantes receptores como os de estrogénio, os de hormdnios da
tireoide, de acido retindico (RARs), e os receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma (PPAR), dentre outros (AHMADIAN et al., 2013; ENCINAR et al., 2015;
NOLTE et al., 1998). Estas proteinas altamente regulaveis sao responsaveis de mediar os
efeitos a nivel transcricional de inumeras moléculas lipofilicas (GUREVICH; FLORES;
ANESKIEVICH, 2007).

Os NR nao sao importantes somente no grupo dos mamiferos, estdo relacionados
a regulacdo metabdlica em diversos organismos, por exemplo, atuam diretamente na
metamorfose de alguns insetos e na formagdo embrionaria dos metazoarios. Sendo
preditos 228 genes em C. elegans, o que indica a grande importancia desses receptores
para os nematoides (SLUDER et al., 1999).

Para realizar a sua agao essas proteinas dependem da interagao com ligantes dos
mais variados tipos, como: horménios esteroides, acidos graxos e prostraglandinas,
dentre varias outras moléculas, todavia alguns receptores dessa familia ainda sao
considerados 6rfaos, ou seja, ndo se sabe qual o ligante que atua nesta proteina
(PERISSI; ROSENFELD, 2005). Os cofatores sao também de grande importancia para o
funcionamento dos NR, dentre esses alguns realizam o papel de reprimir a transcrigao
(correpressores) dos genes alvo e outros ativam (coativadores) (GUREVICH; FLORES;
ANESKIEVICH, 2007).

De acordo com o que era visto na literatura em geral, supunha-se que enquanto
nao ocorria interagdo com agonistas a proteina estava ligada a correpressores. Apds a
interagdo com o ligante, os NR deixariam de interagir com esses repressores, formariam
um heterodimero com o receptor de retinoide X (RXR) e se ligariam com coativadores,
gerando alteragdes conformacionais que permitiiam a interagcdo com os elementos
responsivos, sequéncias especificas de DNA, levando a expressao de diversos genes
alvos (GUREVICH; FLORES; ANESKIEVICH, 2007; YU; MERTZ, 2001).

Todavia, essa visdo ndo abrange a totalidade dos acontecimentos em relagéo aos

correguladores e a modulagao da expressao dos genes alvos. O mecanismo de regulagao
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da transcrigdo por NR é altamente intrincado, apresentando a participagdo de uma grande

quantidade de proteinas e complexos proteicos, como pode ser visto na figura 1.

Histone arginine
methyltransferase
I I

ATP-dependent RMA and BMA
chromatin remodeliing Histone acetyltransferase processing  Mediator

% Repression J Mediator/SRB '

f’}’
GtEII:'
SO ComPlex

corepressors
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chromatin remodeling

/ [
complex

Histone deacetylase

Figura 1- Representagdo esquematica da regulagédo da transcricdo em NR por
coativadores (verde) e correpressores (vermelha) (PERISSI; ROSENFELD, 2005).

Dessa forma, pode-se dizer que os NRs que n&o apresentam interacdo com o
ligante preferencialmente interagem com correpressores, isto induz a inibicdo da
transcricdo dos genes alvos. Apds a ligagdo com a molécula agonista pode ocorrer
algumas possibilidades, a primeira é a ativagdo da proteina, ou seja, alteracdes
conformacionais que induzem a interacdo com coativadores. Outra possibilidade é a
ligacdo com alguns correpressores que atuam em NR competindo com os coativadores,

alguns exemplos desses s&o o correpresor de receptor nuclear dependente de ligante
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(LCoR), proteina de interagdo com os receptores nucleares 140 (RIP140) e repressor da
atividade do receptor de estrogénio (REA). Além disso, esse ligante pode ser uma
molécula antagonista, que ao invés de induzir a interagdo com coativadores induz
interacdo com correpressores (HASHIMOTO; MIYACHI, 2005; PERISSI; ROSENFELD,
2005). Dependendo da ligagédo dessa proteina a coativadores ou correpressores ocorrera
a suprarregulagdo ou infrarregulagdo, ou seja, ocorrera o aumento ou diminuicdo da
expressao dos genes alvos (AZHAR, 2010).

O recrutamento de cofatores ocorre de modo altamente ordenado (METIVIER et
al., 2003) e o mecanismo se mostra tdo intrincado que até os préprios elementos
responsivos influenciam na interagdo com os coreguladores. Podemos ver o exemplo dos
receptores de estrogénio (ER), em que muitos dos genes regulados por ele apresentam
elementos responsivos imperfeitos, o que leva uma diminuicdo da atividade transcricional
(KLINGE et al., 2004). Além disso, observa-se na literatura que o NR se liga ao DNA e
apresenta alguns ciclos de recrutamento e liberagao, onde o receptor permanece por um
tempo no promotor, mas € transiente, observando um comportamento muito mais
dinédmico, e ndo estatico, como se pensava anteriormente (NAGAICH et al., 2004).

O processo de ativagdo de um NR ligado a correpressores para um em interagao
com coativadores possui importantes participantes, dentre estes podemos citar os fatores
de troca de correpressores nucleares (NcoEx), como a beta transducina tipo 1 (TBL1) e a
beta transducina tipo 1 relacionada a proteina 1 (Transducin beta-like 1-related protein 1)
(TBLR1), relacionados a troca de complexos de correpressores por coativadores apos
alteragdes conformacionais no receptor induzidas por ligante. Eles também estao
diretamente relacionados com o recrutamento da maquinaria de ubiquitinagcdo e
proteassoma, estes sao responsaveis por controlar os niveis de varios correpressores.
Além disso, mesmo que pareca contraintuitivo, observa-se na literatura que o
proteassoma nao realiza a degradagdo somente de correpressores, mas também de
coativadores. Todavia, isto pode estar relacionado a mais um ponto de controle da
expressao dos genes alvos, regulando os niveis desses ativadores (PERISSI et al., 2004;
PERISSI; ROSENFELD, 2005; YAN et al., 2003). Um esquema sobre estas etapas pode

ser observado na figura 2.
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Figura 2- Processo de passagem de um NR dependente de ligante reprimido para ativo
(PERISSI; ROSENFELD, 2005).

Os NR estéo relacionados a importantes eventos celulares, sendo regulados por
importantes proteinas quinases. Como exemplo disso, no dominio de AF-1 de NRs alguns
residuos de serina sdo conhecidos sitios de fosforilagdo de quinases dependentes de
ciclinas (CDKs) e proteino-quinases ativadas por mitégenos (MAPKs). Sendo assim,
pode-se perceber que diversos sinais de importantes vias relacionadas a inflamacgao, ciclo
celular (divisado celular e reparo do material genético), ativadas por proteina G dentre
outras vias que sado ativadas nas mais variadas condigbes fisioldgicas se relacionam

direta ou indiretamente com esses receptores (GIANNI et al., 2002).
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1.2. PPAR

Os receptores PPAR desempenham papel relevante nos mais diversos tecidos, em
particular nos tecidos adiposo e muscular, por realizarem a regulagédo da expressao de
genes relacionados ao metabolismo glicose e lipideos. Dessa forma, sua alteragado pode
estar relacionada a varios tipos de doengas como: diabetes, aterosclerose, hipertensao,
dislipidemia, cancer entre outras (CASIMIRO-GARCIA et al., 2013; TAVARES; HIRATA,
HIRATA, 2007). Em diabetes, por exemplo, esses receptores sdo capazes de aumentar a
sensibilidade a insulina de um tecido e diminuir os niveis de acidos graxos e glicose
(LAGHEZZA et al., 2013).

Estes NRs tém sido classificados em alguns subtipos, como: PPARa (NRC1),
PPARB/d (NUC1 ou NR1C2) e PPARyY (NR1C3), onde cada um desses possuem fungdes
especificas em diferentes tecidos. O PPARa é principalmente expresso no figado,
coragao, rins, intestino e tecido adiposo marrom (BAT). Este desempenha um importante
papel na regulagdo de enzimas que realizam oxidacdo de acidos graxos em
peroxissomos. O PPAR/® esta associado ao musculo esquelético, pele, figado, placenta
e coragao, sendo este 0 menos estudado entre os PPAR. Por ultimo, o PPARy apresenta
trés isoformas, PPARy1, PPARy2 e PPARy4, o primeiro € mais expresso em cérebro e em
células imunes e inflamatdrias, e o segundo em tecidos adiposos brancos (WAT) e
marrons (AHMADIAN et al., 2013; WAHLI; MICHALIK, 2012). O PPARy4, por sua vez, foi
encontrado sendo expresso em macréfagos e no tecido adiposo (AZHAR, 2010). Além
disso, a diferenca das isoformas do PPARYy esta diretamente relacionada a um sitio de
iniciacdo de transcricdo diferente e splicing alternativo. Esta proteina apresenta um
importante papel na indu¢cdo de diferenciagdo celular de, por exemplo, adipocitos e
macrofagos, e também um importante papel no metabolismo de acidos graxos (BURNS;
VANDEN HEUVEL, 2007).

A ativagcado dessas proteinas ocorre através da interagdo das mesmas com uma
molécula agonista. Esta interagdo induz a formagado de um heterodimero com a proteina
homodloga RXR, que por sua vez é capaz de interagir com o acido retindico ou retinoides.
Esta proteina, um receptor nuclear, que também é responsavel por formar heterodimeros
com um grande numero de NRs, como o receptor de acido retindico, receptor de vitamina
D3, receptores de horménio da tireoide, todavia a interagcdo com o ligante em somente
uma das proteinas que compde este heterodimero é suficiente para a ativagao
transcricional (KROKER; BRUNING, 2015; MARION-LETELLIER; SAVOYE; GHOSH,
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2015; SHAO; HEYMAN; SCHULMAN, 2000). Apés isso ocorre a ligagdao com proteinas
coativadoras permitindo a interagdo com sequéncias conservadas no DNA em regides
promotoras dos genes alvos, essas sao conhecidas como elementos responsivos a
proliferadores de peroxissomos (PPRE). Isto induz a transcrigdo de genes relacionados,
por exemplo, ao metabolismo de lipideos, em forma de uma cascata de sinalizagao, como
pode-se observar na figura 3. Além disso, a interacdo com diferentes ligantes pode levar a
diferentes alteracbes conformacionais e a interagcdo com diferentes coativadores ou
correpressores, e, por conseguinte, a modulagdo do padrdo de expressao dos genes
alvos (AHMADIAN et al., 2013; SAHEBKAR; CHEW; WATTS, 2014; WAHLI; MICHALIK,
2012).

FPAR activator RA Effects on lipid
metabolism and
o ’ glycaemic control
vwv & &%

¢

Frotein

. PPAR/RXR
heterodimer

Transcription

mBNA

Figura 3- Ativagao das proteinas PPAR e resultado desta na célula. RA é o acido retindico
(SAHEBKAR; CHEW; WATTS, 2014).

Em relagdo a estrutura, os PPAR possuem alguns dominios diferenciados, como:
dominio de transativagao (AF-1), dominio de ligacdo ao DNA (DBD), um dominio de hinge
(HD) e dominio de ligac&o ao ligante (LBD), figura 4. O AF-1 se localiza no N-terminal e &
um dominio de transativagédo independente de ligante no qual proteinas quinases atuam

realizando fosforilagdo. O DBD é um dominio altamente conservado, este possui dois
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motivos chamados dedo de zinco, que s&o responsaveis por interagir com sequéncias
conservadas nas regides promotoras de alguns genes, os PPER. O dominio HD é uma
regido que se liga a alguns cofatores, sofrendo alteragées conformacionais apds interagao
com ligante. O LBD, por sua vez, localiza-se na por¢gado C-terminal, e possui diversas
fungdes, a interagdo com ligante, realizar a dimerizagdo com a proteina RXR, possuindo,
além disso, um subdominio chamado AF-2, este por sua vez € um dominio de
transativagao dependente de ligante onde interagem cofatores, (AHMADIAN et al., 2013;
AZHAR, 2010; NOLTE et al., 1998; USUDA, 2014), neste dominio & formado o bolsdo de
interagcdo com o ligante (LBP) (BURNS; VANDEN HEUVEL, 2007).
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A B 468
PPARc | LBD
4; 1
5 o . o 254 145 is
L E/F
4rs 289 181 07 1 )
N HD PPARy1 ‘
C foll |

505 319 211 37 1 AfB
PPAR:2 -
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PPAR 4

Figura 4- Estrutura dos PPAR. (A) Ordem dos dominios que compde as proteinas PPAR.

A primeira regido “A/B” contém o dominio AF-1. A regido “C” é a regiao relacionada ao
dominio DBD. A “D” é uma regido de hinge que esta relacionada a alteragao
conformacional apds interagdo com o ligante. A “E/F” é a regidao LBD. (B) Comparagao
entre os dominios dos diferentes PPAR. Os valores acima de cada regido estdo se
referindo ao numero do residuo de aminoacido onde comeca e termina cada um dos
diferentes dominios que compde os PPAR (BURNS; VANDEN HEUVEL, 2007; USUDA,
2014).

1.3. PPARy

A proteina PPARY é um NR que atua como fator de transcrigdo ativado por ligantes
relacionado a adipogénese e diferenciagédo de adipocitos, estando também relacionada ao
metabolismo de glicose e sensibilidade a insulina, este ultimo ocorre através do aumento
da expresséo de genes como a adiponectina (GARCIA-VALLVE et al., 2015; SAHEBKAR;
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CHEW; WATTS, 2014).

Essa importante proteina apresenta um gene com o total de 11 exons (A1, A2, B,
C,D,1,2,3,4,5 e 6), onde os exons de 1 a 6 estao presentes em todas as isoformas, e
estéo relacionados aos dominios AF-1, DBD, HD e LBD, onde se localiza o AF-2. Todavia,
os demais exons foram encontrados variaveis nos diferentes cDNAs, como pode ser
observado na figura 5 (AZHAR, 2010). Pode ser percebido que os diferentes processos
de splicing geram um total de 7 transcritos diferentes de PPARy, mas estes geram
somente trés isoformas da proteina. Os transcritos 1, 3, 5 e 7 expressam a proteina na
isoforma 1, sendo que somente os exons de 1 a 6 sao traduzidos, o 2 na isoforma 2, com
30 residuos do exon B traduzido, e o0 4 e 6 na isoforma 4, com um pedaco do exon C
traduzido. (CHEN; JIMENEZ; MEDH, 2006; FAJAS et al., 1997; USUDA, 2014).

PPARY1 Al A2 1-6
PPARy2 B 1-6
PPARY3 A2 1-6
PPAR 4 c 1-6
PPARYS B D 1-6
PPARS A1 A2 c 1-6
PPARy7 At ¥ — 1-6

Transcript isoform PPARy1  PPARy2  PPARy PPARM PPARYS PPARG  PPARyT

Protein isoform PPAR 1 4 H v PPAR1 PPAR 4 PPAR+1 PPAR-4 PPAR1
Polypeptide (AA) 47.5 505 475 483 475 483 475
MW (kDa) 54.5 57.7 54.5 55.3 54.5 55.3 54.5

Figura 5- Sete isoformas de transcritos de PPARy e suas respectivas isoformas proteicas
traduzidas com o tamanho da cadeia polipeptidica e massa (AZHAR, 2010).

Em se tratando da ativagao e supressao da PPARYy, esta proteina sofre uma série
de modificagdes covalentes como fosforilagdo, ubiquitinagdo, sumoilacdo e acetilacao,
como pode ser visto na figura 6. AMAPK é uma das responsaveis por realizar fosforilagdo
na Ser82 do dominio AF-1, pode-se obsevar na literatura que isto leva a diminuigao da

atividade transcricional da PPARy, a MAPK realiza essa inibicado apds ser ativada por
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fatores de crescimento de fibroblastos (FGF) ou fatores de crescimento derivados de
plaqueta (PDGF), conhecidos inibidores da conversao de pré-adipdcitos para adipocitos
(CAMP; TAFURI, 1997; FLOYD; STEPHENS, 2012).

= =

" Dysreq ulates asubset of genes
4 PPARY acivity T PPARY acivity imohved in insulin resistance

1 PPAR"y "\ Ligand-dependent
activity Browning of white adipose repression of inflammatory

! J genes in macrophages

Figura 6- Sitios de modificagdes covalentes em PPARy e os resultados das mesmas na
atividade da proteina (AHMADIAN et al., 2013).

Outro importante residuo fosforilado é a Ser273, sendo esta realizada pela quinase
dependente de ciclina 5 (CDK5). A fosforilagdo nesse caso leva a inibicdo da expressao
de genes como adpsina e adiponectina, este primeiro gene se mostra muitas vezes
alterado em pessoas obesas, estando relacionado a homeostase energética e também
relacionada a vias alternativas de ativagdo do sistema complemento, e o segundo esta
relacionado a sensibilidade a insulina (CHOI et al., 2011; LO et al., 2014; ZHENG et al.,
2013). Além disso, outras importantes proteinas quinase como a proteina quinase A (PKA)
e proteina quinase C (PKC), direta ou indiretamente, podem estar relacionadas a
diminuigao da atividade do PPARy (BURNS; VANDEN HEUVEL, 2007).

A PPARYy sofre também glicosilagdo, na Thr54, onde ocorre a insercao de uma N-
acetilglicosamina pelas enzimas O-GIcNAc transferase (OGT) e O-GIcNAcase (OGA), o
que reduz a atividade transcricional servindo para regular a diferenciagdo de adipécitos (JI
et al., 2012). Outra modificagdo covalente sofrida por essa proteina € a sumoilagéo, esta
ocorre na Lys107, sendo este um motivo de sumolilagdo dependente de fosforilagao

(HIETAKANGAS et al., 2006). Em alguns receptores nucleares, como os de progesterona,
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a fosforilagdo induz a inibicdo da sumoilacdo e aumenta a ubiquitinagdo, todavia na
PPARy ambas reprimem a atividade transcricional, ou seja, a fosforilagdo da Ser112
regula sumoilagao da Lys107, e a inibicdo desta aumenta a degradagao por proteassoma
(DANIEL; FAIVRE; LANGE, 2007; FLOYD; STEPHENS, 2012).

Além destas modificagcdes covalentes, a acetilacdo, que consiste na transferéncia
de um grupo acetil da acetil coenzima A (acetilCoA) para um grupamento amino seja este
no N-terminal ou o da cadeia lateral da lisina, também parece apresentar grande
importancia em NR, e mais especificamente na PPARy (LI et al., 2006). As enzimas que
realizam a adicdo desse grupamento sdo as histonas acetiltransferases (HATs) e as
histona deacetilases (HDCAs) realizam a retirada dos mesmos, sendo que a adicao deste
pode acontecer tanto nas histonas, o que geralmente conduz a um maior relaxamento da
cromatina e aumento da transcricdo, ou nos grupamentos amino das NR, o que pode ter
diferentes fungbes nas diversas proteinas dessa familia como: induzir ligagdo de
coativadores, aumento ou diminui¢ao da atividade transcricional, aumento da afinidade ao
DNA, entre outras fungdes, como pode ser visto na figura 7 (WANG et al., 2011). Na
PPARy, pode ser visto na literatura que esta sofre acetilagdo pela HAT p300/CBP e é
desacetilada peta HDCA SIRT1, e a acetilacido desta proteina conduz a, por exemplo,
indugao da lipogénese (HAN et al., 2010; TIAN et al., 2014).
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Figura 7- Esquema do resultado da acetilagdo em NR. Os NR sao acetilados por algumas
acetiltransferases (p300/CBP, P/CAF, SRCs, Tip60, GCNS5) e desacetilados por HDACs
(WANG et al., 2011).

1.3.1. ESTRUTURA DO LBD

O dominio LBD da PPARYy possui aproximadamente 270 aminoacidos e 32 kDa
enovelados formando treze hélices a (H2', HAF e H1 até H11) e quatro fitas 8 curtas (S1
até S4) formando uma folha. Uma das diferengas desta proteina para as demais NR é
uma hélice a mais, a hélice H2", entre a primeira fita B e a H3. Outras coisas que
diferenciam das demais proteinas dessa familia € o posicionamento da H2, que facilita o
acesso dos ligantes, e o fato da hélice 10 e 11 formarem uma hélice continua (KROKER;
BRUNING, 2015; NOLTE et al., 1998).

Quanto ao posicionamento da estrutura terciaria da proteina em questédo, pode-se

observar que as hélices H4, H5 e H8 ficam empacotadas entre a H1, H3, H7 e H10/11, na
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parte superior da proteina. A parte inferior da mesma € a regido onde se encontra o LBP
que se localiza entre H3, H7 e H10, isto pode ser observado na figura 8 (NOLTE et al.,
1998).

H1 H 2 B3
203 QLNPESADLR ALARHLYDSY IKSFPLTEAK IL (SF YD MNSLMMGEDK IKFEHITPLQ EQSKEVAIRI RSVE AVQEITEYA
IEDSETADLK SLAKRIYEA INFNMNEVE VILSC P D METLCOMAEKT LVAKLVANGI QNKEVEVRI

QYNPQVADLK AFSKHIYNAY LENFNMTKKK ¢ TAFFVIHD IETLWQAEKG LVWEQLVNGL PPYKEISVHV FY
H 4 HE

d ISLFVA AIICC
ESIPSFSSLF I L s WANC JIIEPKFE SDLALFIA AIILC
HS
GLLVVKPIED IQDMNLLOALE LQLELNHPES
GLLNVGHIEK MOQEGIVHVLR LHLOSNHFDD IFL QK M
IQDTILRALE FHLOANHPDA QYLFPELLQE M | LHP LILOQEIYKDMY

Figura 8- Estrutura do dominio LBD da apo-PPARYy. (a) Estrutura terciaria demonstrando o
posicionamento das hélices a (ciano) e fitas B (verde). (b) Cadeia principal da PPARy
(azul escuro) mostrando a area nao ocupada do sitio de interagdo com o ligante, que
apresenta um volume aproximado de 1300 A3. (c) Alinhamento da regido LBD das PPARaq,
PPARPB/d e PPARy, mostrando as regides de hélices a (caixas vermelhas) e as fitas
(setas azuis) e os residuos conservados em amarelo. Além disso, os residuos que
apresentam interagdo com a rosiglitazona estado sublinhados. A regido descrita como H AF
abrange a hélice 12 (NOLTE et al., 1998).

O sitio de interacdo com o ligante € um bolsdo em forma de T ou Y, que pode ser
dividido em uma entrada que se ramifica para dois bragos. O primeiro € um braco com

alguns aminodacidos polares e se estende até a H12, e apresenta alguns residuos
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bastante conservados e importantes na interagdo nesta regido, como: a Ser289, His323,
His449 e Tyr4d73. O segundo é altamente hidrofdbico e vai da hélice 3 até as fitas B. A
entrada do sitio, também conhecida como terceiro brago, apesar de apresentar alguns
residuos hidrofilicos na area acessivel ao solvente (Asp243, Arg288, Glu290 e Glu295),
também é bastante hidrofébico, sendo que um loop entre a H2" e H3 na entrada permite
que este seja bastante flexivel, o que poderia permitir a entrada de ligantes grandes
(NOLTE et al., 1998; ZOETE; GROSDIDIER; MICHIELIN, 2007). A distribuicdo dos

residuos em cada um dos bragos pode ser observado na figura 9.

Figura 9- Distribuicdo dos residuos em cada um dos bragos do LBP da LBD da PPARy
(ZOETE; GROSDIDIER; MICHIELIN, 2007).

Por sua vez, a RXR apresenta onze hélices a e duas fitas B curtas. A dimerizagao
entre essas proteinas ocorre entre as H10 de ambas, localizadas no dominio LBD no C-
terminal das proteinas, como pode ser visto na figura 10. Para que ocorra a formagéo
deste dimero € necessario o contato entre os motivos PWYKWWYWKWYWS WRWWY presentes
em ambas H10, onde ® residuos aromaticos hidrofébicos, W hidrofébicos alifaticos e
acidos. Outras hélices a dos NR em questao também sao de grande importéncia nesse
processo, pontes salinas entre os residuos Lys431 da H7 da RXR com a Tyr477 da AF-2
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da PPARYy ajudam na estabilizagdo do dimero. (BRAMLETT; WU; BURRIS, 2001; GAMPE
et al., 2000).

Figura 10- Estrutura do dominio LBD (PDB 1F9M) mostrando o heterodimero
PPARYy(verde):RXR(laranja) estabilizado por contatos das respectivas H10. Cada uma das
proteinas apresenta um ligante em seu sitio, GI262570 (amarelo) em PPARy e 9cRA
(ciano) em RXR. Hélices da proteina coativadora SRC-1 sdo observadas em vermelho e

magenta.

1.3.1.2. Hélice 12 (H12)

A H12 é uma parte bastante importante dessa proteina, e de acordo com diversas
estruturas observadas na literatura esta apresenta uma variedade de conformagdes,
indicando que esta apresentava maior motilidade que o restante da regido LBD. Essa
ideia foi corroborada devido a experimentos de anisotropia de fluorescéncia, onde um
fluoréforo foi inserido a extremidade C-terminal (H12), indicando que uma maior
mobilidade da mesma do que as outras regides, e a interagcdo com o ligante reduzia a
movimentacdo dessa hélice, por posicionar esta na conformacao ativa. Observou-se
ainda reducdo da anisotropia quando esta proteina foi mutada nas posi¢coes Pro467Leu e
Val290Met, mutagdes relacionadas a resisténcia a insulina e hipertengdao (BARROSO et
al., 1999), o que indica que essas mutacbes impedem esta hélice de adotar a
conformacao ativa (KALLENBERGER et al., 2003).

Dessa forma, essa hélice tem sido observada como uma espécie de switch, onde o
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posicionamento desta é responsavel pela interacdo com correpressores ou coativadores.
Isso ocorre por meio de interagdo com ligantes que estabilizam a H12 por meio de
contatos diretos com um residuo presente nessa hélice, a Tyr473 (BRUNING et al., 2007)

Sendo assim, foi estabelecido um mecanismo chamado de modelo de ratoeira
(mouse trap model) onde a estrutura apo se apresentaria com a H12 estendida expondo o
sitio de interagdo com ligante, como uma entrada para o LBP. Todavia, esse modelo tem
sido bastante contestado, devido ao fato de que estruturas apo ndo se apresentam
extendidas, apresentando semelhantes as holo. Apesar de uma maior motilidade da H12
em auséncia de ligantes ndo quer dizer que esta necessariamente deve estar separada
do restante da proteina, ou seja, esta hélice pode estar empacotada contra a proteina
mesmo na auséncia de ligantes (BATISTA; MARTINEZ, 2013).

1.3.2. TIPOS DE INTERACAO COM PPARy

Diferentes tipos de ligantes sao responsaveis por diferentes alteragbes
conformacionais na estrutura desta proteina. Os ligantes ditos agonistas totais posicionam
a H12 em uma conformacdo tal que fique favorecida a interacdo com proteinas
coativadoras, isso ocorre devido a ligagdes de hidrogénio com a Tyrd473. Antagonistas
levam a interagdo com correpressores ou impedem os contatos com as proteinas
coativadoras. Agonistas parciais ativam mais fracamente a transcricdo de genes alvos, e
atuam através de diferentes formas de interacdo com o receptor (BRUNING et al., 2007;
GARCIA-VALLVE et al., 2015; KROKER; BRUNING, 2015).

Primeiramente, no caso dos agonistas totais, uma regido de grande importancia
para a interagdo com o ligante, coativadores e correpressores € a hélice 12 (H12). Nesta
hélice se encontra o dominio AF-2, que € um dominio de transativacido dependente de
ligante. Esta parece apresentar conformagdes variadas quando ndo esta em contato com
ligantes, entretanto, quando em interagdo com estes, apresenta uma conformacéao ativa
(KALLENBERGER et al., 2003; PERISSI; ROSENFELD, 2005). Dessa forma, esta hélice
tem sido vista como pega chave no mecanismo de ativagdo por ligante, sendo
responsavel por realizar a comunicagao entre o ligante e os correguladores (BRUNING et
al., 2007).

Um exemplo de agonista total € a rosiglitazona, uma molécula do grupo das
tiazolidinedionas (TZDs), € um composto grande que ocupa praticamente 40% do LBP, e

se posiciona ao redor da H3 em forma de U. A interagdo ocorre com varios residuos, os
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grupos carbonila interagem com os residuos de histidina 323 e 449, e um nitrogénio se
localiza em posicdo em que a distancia possibilita a realizacdo de uma ligagdo de
hidrogénio com a hidroxila presente na cadeia lateral da tirosina 473 localizada na regi&o
AF-2, como pode ser observado na figura 11. Além disso, outras importantes estruturas
como o anel de piridina na outra extremidade da molécula se localiza no bolsdo entre as
fitas B e a H3 (BRUNING et al., 2007; NOLTE et al., 1998).

Figura 11- Estrutura regido LBD de PPARy e SRC-1, coativador, em interagdo com o
ligante rosiglitazona. Hélices a (ciano) e fitas p (magenta), mostrando residuos em contato
com o ligante (verde), e o motivo LXXLL de SRC-1 (laranja). (A) Estrutura em cartoon da
interac&o. (B) Alguns dos residuos que interagem diretamente com a rosiglitasona (PDB:
2PRG).

As interagbes com ligantes levam a alteragées no dominio AF-2 que, por sua vez,
cria um sulco hidrofébico formado pelas hélices H3, H4, H5 e H12 (AF-2), nesta regido
ocorre o contato com dominios de interagdo das proteinas coativadoras, essas ocorrem
através de um motivo em forma de hélice que contém uma sequéncia LXXLL, este é
chamado de NR box (BRAMLETT; WU; BURRIS, 2001). Esta hélice entra neste bolséo
entre dois residuos carregados realizando interagdes com eles, sendo estes uma lisina
(na H3) e um glutamato (na H12), estes dois residuos formam uma estrutura definida

como um charge clamp, relacionada a orientagdo do motivo em questdo. As leucinas
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presentes no NR box do coativador se empacotam neste bolso hidrofébico especifico, isto
tem o objetivo de auxiliar na estabilizagcdo da ligagdo (ROSENFELD; LUNYAK; GLASS,
2006; WU et al., 2003).

Na proteina PPARYy, os residuos que fazem parte do charge clamp sédo a Lys301 e
o Glu471. Além disso, os aminoacidos presentes neste sulco e que fazem interagdo com o
NR box sdo Thr297, Leu311, GIn314, Val315, Leu318 e Leu468, onde principalmente os
dois ultimos residuos sao responsaveis por realizar contatos hidrofébicos com as leucinas
desse motivo (NOLTE et al., 1998). A interagdo com o NR box da SRC-1 pode ser visto na
figura 12.
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Figura 12- Interagdo entre o NR box do coativador SRC-1 e o LBD da PPARy (azul
escuro). Os residuos do charge clamp, Glu471 na H12 (laranja) e Lys301, podem ser
vistos interagindo com o motivo, o que auxilia na estabilizagcdo da ligagdo. Além disso, a
interacdo entre as Leu318 e 468 da PPARy com as Leu do motivo também estdo
mostradas (ZOETE; GROSDIDIER; MICHIELIN, 2007).

Muitos coativadores possuem multiplos NR box no dominio de interagdo com o NR,

e isso pode estar relacionado a uma forma de modular a agao do corregulador. Como
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exemplo pode-se observar a p160, esta proteina apresenta trés desses motivos in
tandem em seu dominio de interagdo (BRAMLETT; WU; BURRIS, 2001; ROSENFELD;
LUNYAK; GLASS, 2006).

Além disso, residuos que flanqueiam o NR box tem sido vistos como importantes
para uma selecao preferencial de coativadores, e isso se deve a contatos realizados com
a superficie do LBD (BRAMLETT; WU; BURRIS, 2001). Isso pode ser visto no PPARYy,
pois este faz interagdes mais fortes com o CBP e mais fracas com o SRC-1, todavia a
RXR, proteina que com o qual forma heterodimero, possui a preferéncia contraria. Na NR
RXR isso ocorre devido a trés residuos de aminoacidos préximos ao NR box, um residuo
hidrofébico antes do motivo, que realiza contatos uma fenilalanina da H12, além dos dois
residuos nao conservados entre as leucinas no NR box. Sendo assim, isso sugere que o
modo de ligagdo desse motivo ao LBD é governado pelo LXXLL, todavia a ligagado pode
ser modulada pelos residuos que flanqueiam essa regidao (KLEIN et al., 2005; SHAO;
HEYMAN; SCHULMAN, 2000).

Os ligantes antagonistas interagem no LBP da PPARYy realizando alteragdes
conformacionais na proteina que inibem a interagao desta com coativadores e conduzindo
o recrutamento de correpressores, por exemplo o NcoR e SMRT (OBERFIELD et al.,
1999). Alguns exemplos de antagonistas de PPARy sdo o GW9662, tem sido reportado
que este faria uma ligagao covalente com a Cys285, e a bexarotene, em experimentos de
HDX esta ndo demonstrou efeito na H12, mas sim na H3 (MARCIANO et al., 2015; YU et
al., 2004).

Os correpressores, por sua vez, interagem com os NR por meio de outro motivo,
LXXXIXXX]I/L], no mesmo bolsao que os coativadores. Estruturas de NR (PPARa e ERa)
em interagdo com antagonistas mostraram que esses ligantes ndo realizam interagbes
diretamente com a H12, mas impedem que esta se posicione na conformagao correta por
modos diferentes, no caso da PPARa o ligante empurra a H12, devido a um grupo
volumoso, impedindo que ela fique em posicado de interagcdo com os coativadores, isto
pode ser observado na figura 13. Ja na ERa a H12 até conseguiria se posicionar de forma
a interagir com coativadores, mas de uma forma altamente desfavoravel, esta possui uma
interacdo mais estavel em outra regido que mimetiza essa ligacao (NAGY; SCHWABE,
2004; SHIAU et al., 1998; XU et al., 2002).
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Figura 13- Sobreposicao das estruturas de PPAR em interagdo com os motivos do SRC-1
e o0 SMRT (branco e magenta, respectivamente). A H12 (laranja) em interagdo com o
coativador (verde) e a mesma (amarelo) em conformagao diferente na interagdo com e o
correpressor (azul) (ZOETE; GROSDIDIER; MICHIELIN, 2007).

Por sua vez, agonistas parciais ao interagirem com PPARy fazem que este assuma
uma conformacgao distinta da interacdo com agonistas totais e antagonistas. Estes
ligantes ndo interagem diretamente com a H12, apresentando muitas vezes um fraco
recrutamento de alguns coativadores (ELBRECHT et al., 1999; FUJIMURA et al., 2005;
OBERFIELD et al., 1999). Estas moléculas interagem principalmente com residuos na
entrada e na regidao hidrofébica do brago dois, o que pode conduzir a uma nao
estabilizagédo da H12 (GARCIA-VALLVE et al., 2015).

Uma das ideias observadas na literatura é que o grau de estabilizagdo da H12 esta
diretamente relacionada ao grau de agonismo de uma molécula, ou seja, quanto mais um
composto consegue manter esta hélice numa conformagéo que permite a interagdo com
coativadores maior € seu grau de agonismo. Uma das formas que isso pode ocorrer € que
apesar de nao interagir diretamente com H12 agonistas parciais, através de interagdes
com a hélice 11, podem controlar indiretamente a dinamica da H12 (NETTLES et al,
2004; NETTLES; GREENE, 2005), como pode ser visto na figura 14.
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Figura 14- Controle da hélice 12 através da hélice 11. Diferentes tipos de agonistas
(estrelas) controlam a dinamica da hélice 12 de diferentes formas. Agonistas totais por
interacéo direta, os parciais por deslocamento da hélice 11 e antagonistas indiretos por
empurrarem a hélice 11 para o local da H12 (NETTLES; GREENE, 2005).

Alguns cristais da proteina PPARy em interagdo com ligantes trazem uma outra
ideia sobre a estabilizacdo da H12 por agonistas parciais. Um deles é da molécula
INT131, onde este composto ndo aparece fazendo interacbes diretamente com os
residuos da AF-2, todavia duas moléculas de agua faziam o papel de intermediar esses
contatos. O tetrabromobisfenol A (TBBPA), outro agonista parcial, também apresenta essa
mediagao realizada por moléculas de agua, como pode ser visto na figura 15. Sendo
assim, a estabilizacdo parcial da H12 pode estar relacionada a interagdes indiretas
mediadas por moléculas de agua entre o ligante e os residuos da AF-2 (DELFOSSE et al.,
2014; MOTANI et al., 2009).
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Figura 15- Interagdo indireta do TBBPA dentro do LBP da PPARy com o residuo Tyr473
através de moléculas de agua (DELFOSSE et al., 2014).
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Todavia, tem se observado dados na literatura que a estabilizagdo de H12 ndo € o
unico mecanismo que permite uma resposta transcricional. Em experimentos de troca
isotépica de hidrogénio/deutério (HDX) foi observado que varios ligantes parciais
estabilizam a regido de fitas B, o que pode indicar uma superficie de interagcdo com
coativadores distinta (BRUNING et al., 2007).

Estruturalmente, os agonistas parciais de PPARy apresentam algumas
caracteristicas comuns, primeiramente a maioria deles ocupa o segundo e terceiro brago
do bolsdo de interagdo com ligante, estabilizando H3, interagindo especialmente com
Cys285 e Arg288. Em se tratando das fitas B a estabilizagdo ocorre por interagdo com o
grupo amina da cadeia principal de residuos como Ser342 ou por interagdes hidrofébicas
com a lle341, por exemplo. Outros tipos possiveis sdo interagdo do tipo pi-pi com Phe264
(H2"), Phe282 (H3) e Phe363 (H7). Além disso, quando este tipo de agonista interage no
braco | € de modo fraco com poucos dos residuos importantes (His323, His449 e Tyr473),
e algumas vezes realiza interagdes eletrostaticas com outros residuos como Tyr327 ou
Ser289 (KROKER; BRUNING, 2015), um exemplo dessa interagdo pode ser visto na
figura 16.
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Figura 16- Interagdao entre o agonista parcial GW0072 e a PPARy. (A) Estruturas dos

ligantes rosiglitazona e GW0072 e (B) modo de interagdo do segundo composto (esfera
de van der waals) no dominio LBD (cadeia principal em amarelo). (C) Interacdo com
residuos His323, His449 e Tyr473 realizada pela rosiglitazona, todavia o GW0072 nao
realiza essas interagdes que estabilizam a H12 (OBERFIELD et al., 1999).

Outro tipo de moléculas que interagem com PPARy sdo acidos graxos. Na
literatura pudemos ver que acidos graxos com dez carbonos, acido decandico (DA), um
acido graxo de tamanho médio (MCFA), interagiram com o PPARy de modo parcial.
Diferentemente de outros agonistas parciais essas moléculas interagem com a H12, por
interagbes polares com os residuos His323, His449 e Tyr473. Mas o modo de ligagéo
varia entre essas moléculas, a cauda do DA interage em um bolso hidrofébico estreito
formado pelas hélices 1, 7, 10 e 12, posicdo que nao é possivel em caso de caudas
maiores, todavia isso atrapalha a geometria das liga¢gdes hidrogénio nos residuos do sitio
de agonismo total. Em experimentos de HDX, esse ligante ndo demonstrou a mesma
capacidade da rosiglitazona de estabilizar a H12 (MALAPAKA et al., 2012).

Em outras estruturas de PPARy em interacdo com MCFA foram observados trés

ligantes, com nove carbonos, interagindo no LBP, os dados indicam estes compostos

41



como agonistas parciais. Estes ocupavam os trés bracos, interagindo também com os
residuos relacionados ao agonismo total, de modo mais fraco que os TZD, e dois deles
realizavam ligagao de hidrogénio com a Arg288. (LIBERATO et al., 2012).

Quanto a interacdo com acidos graxos oxidados, o ligante 9-HODE apresentou
duas moléculas no LBP, uma também interagindo no brago um e o outro ocupando a
regido entre H3 e as fitas B, sendo que o ligante dessa regido realiza pontes salinas
importantes com a Arg288, como pode ser visto na figura 17. Essa ultima regido também
foi ocupada pela 13-HODE e por outros compostos que agem como agonistas parciais
(ITOH et al., 2008).
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Figura 17- Interagcado das moléculas (A) 9-HODE (verde e ciano) e (B)13-HODE (magenta)
no LBP da PPARYy (ITOH et al., 2008).

Derivados de acido oléico tem sido apontados também como agonistas parciais de
PPARy, estes realizam distintas interagbes com coreguladores em comparagdo a
rosiglitazona, por exemplo esta molécula induz um recrutamento mais fraco de CBP-1 e
PGC1-ALFA. Esta molécula também realiza reacdo covalente com a Cys285
(SCHOPFER et al., 2010). Derivados de acido linoleico também apresentaram
antagonismo a essa proteina. Grupos nitro de dois isbmeros desse ligante realizam
ligacdes de hidrogénio com os residuos Arg288 e Glu343 respectivamente, e o grupo
carboxila interage com o GIn286, na H3, His449 e Tyr473 (LI et al., 2008).

Sendo assim o PPARy parece ser um receptor de uma grande quantidade de
diferentes acidos graxos, o que se deve ao seu LBP altamente promiscuo, permitindo que

estas moléculas interajam em diferentes posicdes de acordo com suas variadas
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estruturas. Além disso, o fato desses acidos graxos se apresentarem como agonistas
parciais sugere que este € um mecanismo usado por ligantes enddgenos. Estas
estruturas também indicam a possibilidade de multiplos e diferentes ligantes conseguirem
ocupar o LBP ao mesmo tempo (ITOH et al., 2008; MALAPAKA et al., 2012).

Um outro grupo de moléculas que tem sido testados sdo os ndo agonistas de
PPARYy. Estes compostos nao tem o objetivo de realizar o agonismo classico, todavia tem
sido utilizado com o objetivo de gerar alteragbes conformacionais que interfiram na
fosforilagdo na Ser273, que, por sua vez, leva a inibicdo da proteina em questao
provavelmente por ligagdo de correpressores. Isto pode estar relacionado a estabilizagédo
da H2 e H2" através da interagdo com um grupo amida da Ser342, pois nessa regiao €
que esta localizada a Ser273, ou seja, interagdes que reduzem a dindmica dessa regiao
desfavorecem a esta fosforilagdo, ou por estabilizagdo de demais regides proximas (CHOI
etal., 2010, 2011; GARCIA-VALLVE et al., 2015).

Todavia, € observado na literatura que muitos agonistas parciais e também
agonistas totais como os TZDs séo capazes de inibir essa fosforilagdo (CORZO;
GRIFFIN, 2013). Os MCFA sé&o apresentados na literatura também como inibidores da
fosforilagdo na posicao 273, e isso pode ocorrer devido a estabilizagdo das fitas B
(LIBERATO et al., 2012).

Os moduladores seletivos de PPAR (SPPARMs), moléculas que atuam
aumentando a sensibilidade a insulina, todavia apresentam efeitos anti-adipogénese.
Agonistas parciais demonstram resultados caracteristicos de SPPARMs, e em outros NR
como os receptores de esteroide esses moduladores foram responsaveis por reduzir
bastante a toxicidade, com eficacias variadas (BERGER et al., 2003; BRUNING et al.,
2007).

As bases estruturais dessa reducao de toxicidade tem sido hipotetizada como um
recrutamento seletivo de coativadores, ou seja, ligantes com caracteristicas diferentes de
interacdo irdo induzir mudangas confirmacionais diferentes na proteina alvo e, por
conseguinte, recrutar diferentes coreguladores. Alguns dados tem corroborado esta
hipotese, pois alguns agonistas parciais de PPARy tem recrutado com menor eficiéncia os
coativadores CBP do que os agonistas totais, mas apresentam a mesma eficiéncia de
recrutamento de PGC-1q, relacionados a supraexpressdo de genes envolvidos com o

transporte de glicose e sensibilidade a insulina (FUJIMURA et al., 2005).
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1.3.3. AGONISTAS DE PPARy

Muitas moléculas diferentes tem sido levantadas como agonistas naturais, ou seja,
compostos endogenos capazes de interagir como PPARYy e ativar processos bioldgicos,
sendo essas moléculas pertencentes a grupos de acidos graxos poliinsaturados e seus
derivados, flavonoides, protandides e eicosanoides (AGOSTINI et al., 2004; MARION-
LETELLIER; SAVOYE; GHOSH, 2015).

Em se tratando de compostos sintéticos, o principal grupo de moléculas agonistas
de PPARYy sao TZDs, estas sao utilizadas para tratamento de diabetes do tipo 2, tendo
como membros desse grupo de compostos a troglitazona, rosiglitazona (Figura 18) e
pioglitazona. Estas moléculas tem interagdao de modo agonista total com a proteina, sendo
responsaveis por aumentar a sensibilidade a insulina, levando a redugao de dos niveis de
acido graxo e triglicerideos, e aumento do lipoproteinas de alta densidade (HDL)
(ENCINAR et al., 2015; SAKAMOTO et al., 2000).
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Figura 18- Estrutura de moléculas derivadas de TZD (SAKAMOTO et al., 2000).

Estas moléculas eram utilizadas no tratamento de hiperglicemia, por exemplo,
tendo como alvo de atuacdo o PPARy e apresentaram efeitos colaterais muito fortes

quando utilizados por longos periodos, como: edemas, ganhos de peso, hepatoxicidade,
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entre outros, e apresenta seu uso restringido nos Estados Unidos e Europa para
moléculas como a rosiglitazona. Apesar disso, se discute casos onde o beneficio do uso
dessas drogas, aumento a sensibilidade a insulina e preservacado das células B, fagam
com que o uso valha a pena mesmo com chances de maleficios tdo pesados
(KOFFARNUS; WARGO; PHILLIPPE, 2013; SAHEBKAR; CHEW; WATTS, 2014).

Mesmo com os problemas relacionados a esse grupo de moléculas, ainda se
buscam novos ligantes nessa categoria que apresentem resultados clinicos com efeitos
colaterais menores e bons efeitos de aumento de sensibilidade a insulina. Uma dessas
moléculas € a rivoglitazona, que tem apresentado efeitos adversos menores do que os
demais do seu grupo (KOFFARNUS; WARGO; PHILLIPPE, 2013; MISHRA; SHARMA,
2015). Outra é a balaglitazona, que tem sido desenvolvida como um agonista parcial, a
qual esta indo para a fase de teste lll, e os resultados tem apontado também esta como
mais segura, apesar de ainda apresentar retencao de fluidos (AGRAWAL; JAIN; DIKSHIT,
2012).

Outro grupo de moléculas que interagem com PPARy sdo chamados de agonistas
baseados em tirosina (TA), tendo como exemplo de composto os glitazar, dentre eles o
farglitazar e GW7845 (AGOSTINI et al.,, 2004; GIAGINIS; TSANTILI-KAKOULIDOU;
THEOCHARIS, 2008; GROMMES et al., 2005). Os TA sao compostos mais apresentam
uma ponténcia maior que as glitazonas (GAMPE et al., 2000). As estruturas do farglitazar

e da rosiglizona podem ser vistos lado a lado na figura 19.
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Figura 19- Desenho das estruturas dos agonistas sintéticos de PPARYy (A) rosiglitazona e

(B) farglitazar.

Entretanto, assim como os TZDs, os TA também apresentaram efeitos colaterais
em pacientes, podemos ver isso no caso do farglitazar que na fase Illl dos experimentos
clinicos, devido ao surgimento de edemas em pacientes, n&o foi aprovado (PETERSEN et
al., 2011).
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O grupo de moléculas glitazars, tendo como representantes o muraglitazar, o
tesaglitazar e, posteriormente, o alegliatazar, o farglitazar também esta incluido nessa
familia (WEI et al., 2012). Estes sao agonistas tanto do PPARy quanto do PPARa, e foram
desenvolvidos com o objetivo para aumentar a sensibilidade a insulina e combater a
hiperglecemia, como os TZDs e, além disso, reduzir os triglicerideos (TG) e aumentar o
HDL (SAHEBKAR; CHEW; WATTS, 2014).

Todavia, como os demais, varias moléculas apresentaram efeitos colaterais fortes,
assim como o farglitazar, o muraglitazar levava a falhas cardiacas e o aumento da
creatinina no sangue. O Aliglitazar foi proposto como um ligante com efeitos mais
balanceado, entretanto, na fase Ill de testes apresentou danos cardiacos (SAHEBKAR;
CHEW; WATTS, 2014).

Sendo assim, tem-se buscado novas moléculas capazes de interagir com essa
proteina alvo com efeitos coloaterais menores. Na literatura encontra-se muitos artigos
buscando moléculas que seriam agonistas parciais da proteina PPARYy, ou seja, estes
atuariam, por exemplo, no aumento da sensibilidade a insulina sem levar a efeitos
colaterais fortes como os gerados pelos agonistas totais (AGRAWAL; JAIN; DIKSHIT,
2012).

Varias empresas farmacéuticas, como Astellas e Roche, ja tem buscado moléculas
parciais (AGRAWAL,; JAIN; DIKSHIT, 2012) e estes estudos parecem indicar que essas
moléculas apresentam menos efeitos adversos. Moléculas com agonismo parcial, como a
INT131, MCC-555, DRF-2539 e metaglidasen se encontram na fase Il dos testes clinicos.
Além disso, o telmisartan, um farmaco usado para combater hipertensao foi observado
como tendo atividade de agonista parcial de PPARy (KROKER; BRUNING, 2015).

Estes agonistas parciais podem ser classificados dentro de alguns grupos como os
baseados em indoles (nTZDpa, SPPARyM2, MRL24), em benzimidazoles (compostos 13
e Telmisartan), em cerocosporamidas (Cerco-A, composto 23 e 17) e em sulfonamidas
(INT131 e T2384) (KROKER; BRUNING, 2015). Além disso, os acidos graxos, que tem se
mostrado como agonistas parciais, também estdo nesta lista. Os DA tem apresentado
aumento de resisténcia a insulina sem ganho de peso em estudos em animais
(MALAPAKA et al., 2012).

Moléculas derivadas de plantas realizam varias fungbes biolégicas, por causa
dessa promiscuidade servem como promissoras estruturas no descobrimento de novos
farmacos e base para construgcao de diversas moléculas, sendo por isso selecionadas

para design de drogas. A selecao de moléculas que sao derivados de produtos naturais
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também tem sido usada para obter agonistas parciais de PPARy (BARRAJON-CATALAN
et al., 2014; ENCINAR et al., 2015; WANG et al., 2014). Muitos desses produtos naturais
ja tem sido observados como agonistas de PPARy, como amorfrutins (WEIDNER et al.,
2012) e formononetin (SHEN et al., 2006). Outro exemplo € o uso de virtual screening
contra bibliotecas de compostos naturais que selecionou a molécula do acido oleandlico
como agonista (PETERSEN et al., 2011). O prof. Dr. Luiz Romeiro, do Laboratério de
Desenvolvimento e Inovagao Terapéutica

da Universidade de Brasilia, desenvolveu diversos ligantes baseados em um produto

natural obtido de fontes como o cajueiro, o acido anacardico (ALVES, 2015).
1.3.4. ACIDO ANACARDICO

O acido anacardico (AA), também conhecido como 6-Pentadecanylsalicylic acid,
figura 20, é encontrado principalmente em plantas pertencentes a familia Anacardiaceae,
dentre elas podemos citar em especial o cajueiro (Anacardium occidentale) e a cuachalate
(Amphipterygium adstringens), onde a casca dessa arvore é ultilizada para diversos
tratamentos no México. Além disso, em fitas e frutos de Ginkgo biloba também
apresentam este composto. Essa molécula esta presente em grande quantidade no
liquido da castanha do caju (SUNG et al., 2008; XIU et al., 2014).
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Figura 20- Estrutura do acido anacardico (SUNG et al., 2008).

Essa molécula tem se mostrado um interessante alvo farmacoldgico por estar
relacionado a inibicdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), a atividade anti-
microbiana, e inibicdo de acetiltransferases de histonas (HATs). Outra atividade também
bastante estudada do AA é sua acéo anti-cancerigena em algumas linhagens celulares in
vitro, o que pode ser devido a inducao da auto-fosforilagdo da Aurora Kinase A ou inibicao
da p300 HAT (HEMSHEKHAR et al., 2012).

Além disso, o AA tem apresentado resultados interessantes relacionados a proteina
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NF-kB, relacionada a tumorigénese, inflamacdo e apoptose. Esta molécula tem
apresentado capacidade de suprimir NF-kB através da inibicdo de IKK (SUNG et al.,
2008). Também esta relacionada com a inibicdo da peroxidacdo do acido linoleico
realizada pela lipoxigenase-1 de soja, e também apresenta a capacidade de quelar metais
(HA; KUBO, 2005). Sendo assim, a molécula do AA tem se mostrado um interessante alvo
para teste como farmaco e também como arcabouco para design de drogas com variados
fins.

O prof. Dr. Luiz Romeiro, da UnB, sintetizou diversos ligantes derivados do acido
anacardico que foram utilizados em ensaios de gene repérter e ativacdo da luciferase
demonstrando perfil de agonistas parciais de PPARa e PPARy (ALVES, 2015). Além
disso, a colaboradora profa. Dra. Kelly Magalhaes, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UnB, executou ensaios in vifro e observou que alguns desses ligantes induzem um
aumento da expressdo de PPARy (SAMPAIO, 2015). Neste trabalho formamos
colaboragdo com estes dois professores para realizar estudos estruturais da interagao

destes compostos derivados de AA com o alvo proteico PPARYy.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo indetificar os modos de interagdo entre
moléculas derivadas do acido anacardico e o PPARYy, por meio de estudos estruturais in

silico (docking e dinamica molecular, MD).

2.2. Objetivos especificos

1- Desenhar os ligantes ultilizando o ChemBioDraw.

2- Preparar os ligantes e a proteina para o experimento de docking.

3- Usar o programa de docking AutoDock Vina para analisar a interagdo dos
derivados do acido anacardico com o PPARY.

4- Analisar os resultados para selegao das melhores poses.

5- Realizar a dinamica molecular da apo-PPARYy.

6- Realizar a dindmica molecular da holo-PPARYy.

7- Analisar os resultados da dindmica molecular.

8- Obter a construcédo do dominio LBD da PPARYy.

9- Otimizar a expressao do dominio LBD da PPARYy.

10- Purificar do dominio dominio LBD da PPARYy.
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3. JUSTIFICATIVAS

O PPARy tem se mostrado como uma proteina de grande importancia por estar
relacionado com vias importantes do metabolismo de acidos graxos e carboidratos, e
sendo estas biomoléculas cruciais para os organismos, € de extrema relevancia entender
como a proteina em questao interfere neste metabolismo e como esta atua para a
mantenecdo da homeostase de um organismo. Dessa forma, estudos estruturais do
PPARYy sao de grande importancia para entender a fungédo dessa proteina, sabendo que o
entendimento estrutural e das interagdes que esta faz leva a compreensao da funcéao
realizada pela mesma.

Além disso, o PPARy tem como fungdo atuar no controle da expressao de
importantes genes, pois esta atua como um fator de transcricdo, sendo assim alteragdes
em seu funcionamento normal tem levado a uma série de doengas que tem atingido
grande numero de pessoas, como a diabetes, hipertensdo e até mesmo cancer. Dessa
forma, levantar conhecimento sobre esta proteina é importante e pode auxiliar numa
melhor compreensao sobre seu papel nesses diversos tipos de doencgas.

Sabe-se que as moléculas atualmente comercializadas que interagem com esse
NR, como os TZDs, aumentando a sensibilidade a insulina em doengas como a diabetes,
tem apresentado efeitos colaterais como retencdo de fluidos, aumento do risco de
problemas cardiacos, entre outros (SAHEBKAR; CHEW; WATTS, 2014). Por essa causa,
tem-se buscado agonistas parciais para interagdo com o PPARYy, pois estes poderiam
interagir e aumentar a sensibilidade a insulina sem causar tantos efeitos colaterais. Sendo
assim, se mostra de grande importancia trabalhos que busquem novas moléculas que
possam ser usadas como farmacos que atuem de forma mais segura, ou seja, sem tantos
efeitos colaterais (AGRAWAL; JAIN; DIKSHIT, 2012).

A possibilidade do acido anacardico e seus derivados apresentarem atividade de
agonistas de PPARYy tem sido observada através de ensaios de gene reporter e ativagao
de luciferase (ALVES, 2015). Outras analises in vitro tem também observado a sua
atividade em células canceriginas e aumento da expressdo da PPARy (SAMPAIO, 2015).
Estes trabalhos tem sido desenvolvidos na Universidade de Brasilia pelos colaboradores
prof. Dr. Luiz Rumeiro e profa. Dra. Kelly Magalhaes. No intuito de dar seguimento a
esses estudos o presente trabalho objetiva a indetificagdo dos modos de interagéo entre
moléculas derivadas do acido anacardico e o PPARYy, contribuindo com o entedimento da

acgao dos agonistas e seus efeitos na estrutura da proteina.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Docking
4.1.1 DESENHO DOS LIGANTES

Primeiramente, as estruturas dos ligantes foram obtidas por colaboragdo com o
professor doutor Luiz Romeiro do Laboratério de Desenvolvimento e Inovagao
Terapéutica, Nucleo de Medicina Tropical, Faculdade de Medicina na Universidade de
Brasilia. Obteve-se um total de nove ligantes (LDT11, LDT13, LDT15, LDT28, LDT29,
LDT30, LDT208, LDT380 e LDT383), as estruturas desses podem ser vistos na figura 21.

As moléculas foram desenhadas utilizando os programas ChemBioDraw e
ChemBio3D, que se encontram no pacote de programas ChemBioOffice. Realizou-se uma
minimizacdo de energia dessas moléculas utilizando o campo de forcza MMFF94 pelo

programa ChemBio3D.
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Figura 21- Ligantes derivados de acido anacardico utilizados no presente trabalho.
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4.1.2. SELECAO DA PROTEINA

A estrutura da proteina para se utilizar no docking e na dindmica molecular (MD) foi
selecionada entre as varias estruturas do dominio LBD da PPARYy depositadas no banco
de dados PDB. A estrutura selecionada para esse fim foi a 2VSR (ITOH et al., 2008), com
uma resolucdo de 2,05 A, resolvida pela metodologia de difracdo de raios X. Esta
apresentava um homodimero da proteina em interacdo com o ligante 9-(S)-HODE, um
acido graxo saturado, onde em uma das proteinas do dimero encontrava-se dois ligantes
interagindo no LBP e na outra somente um. Dentre as duas selecionou-se a proteina com

dois compostos no sitio de interagao.

4.1.3. DOCKING

Dois tipos de docking foram feitos, primeiramente, realizou-se experimentos com o
com a proteina rigida, ou seja, somente o ligante teve a possibilidade de fazer a rotacao
dos angulos torcionais entre seus atomos. No segundo tipo, por sua vez, permitiu-se a
flexibilidade de algumas cadeias laterais de alguns residuos da proteina em uma regiao
de contato da H3 (Arg288, Glu291 e Glu343), que denominamos como RH3, e da H12
(His323, His449 e Tyr473), que chamamos de RH12 (NETTLES, 2008).

O programa utilizado para as analises de docking foi o AutoDock Vina (TROTT;
OLSON, 2010). Antes de realizar este experimento in silico preparou-se tanto a proteina
quanto o ligante para a corrida, para isso utilizou-se o pacote MGLTools. Para o docking
rigido, primeiramente realizou-se a preparacao da proteina que foi utilizada, sendo assim,
retirou-se todas as moléculas de agua da estrutura, e adicionou-se os hidrogénios polares
(estes ndo se estdo presentes no arquivo do PDB), e selecionou-se a area em que foi
feita a procura das poses (grid box), a regiao em que o ligante interage (center x =
17.102, center_y = 19.055, center_z = 16.176 , size_x = 28, size_y = 20 e size_z = 30), a
qual compreende toda a regido do LBP .

Para o docking onde alguns residuos estavam flexiveis, além dos passos
anteriormente citados, selecionou-se os residuos desejados dando a estes capacidade de
rotacd dos seus angulos torcionais. Apos isso, realizou-se a preparacédo do ligante, ao
carregar o composto no programa, automaticamente é detectada a carga do ligante, além
disso, cada atomo presente na molécula é classificado e as liga¢des passiveis de rotacao

detectadas.

52



Devido ao fato da fenda onde se localiza o LBP desta proteina ser bem grande é
possivel observar na literatura dois (ITOH et al., 2008), e até trés ligantes (LIBERATO et
al., 2012), interagindo em posi¢cdes diferentes, realizou-se dockings ocupando duas
posi¢cdes no bolsdo de interacdo com o ligante, uma regido de interagcdo proximo a Arg288
a qual compreende também um pouco do brago dois do LBP (RH3), e outra préxima a
Tyr473, localizada no brago um (RH12). Sendo assim, além do experimento com o LBP
vazio, realizou-se outros dois dockings ocupando os sitios anteriormente citados com o
ligante 9-(S)-HODE (ITOH et al., 2008).

Para realizagdo dos experimentos selecionou-se um valor de exhaustiveness fixa
para cada tipo de docking, 256 para docking com a proteina rigida e 128 para o tipo onde
as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos se encontram flexiveis. Os experimentos
sempre foram realizados em duplicata e o valor do num_modes, relacionado ao numero
de poses selecionados no arquivo de saida, foi sempre 9 (valor padrao).

As analises foram feitas utilizando os programas Pymol para gerar as imagens, os
calculos do RMSD foram feitos utilizando o programa VMD e imagens com ligacdes de
hidrogénio e interagdes hidrofébicas usando o LigPlot+.

Os calculos de afinidade de ligagcéo entre a proteina e os ligantes foram feitos pelo
préprio autodock vina. Este valor de energia livre de interagdo, com unidades de kcal/mol,

€ obtido usando somente os dados intermoleculares, conforme a equacgao (1).
Slzg(cl—Cintral):g(cinterl) (1)

Nesta esquacao, s é a afinidade (energia livre de interacdo), g uma fungdo nao
linear, e cintra € Cinter €sta relacionado as contribuigcdes obtidas entre as préprias moléculas
e entre as diferentes moléculas (ligante e proteina), respectivamente. O valor de ¢, soma
dos valores das interagdes intermoleculares e intramoleculares, pode ser obtido pela

equacgao (2).

C:;fmj(rij) )

Aqui, por sua vez, € observado a soma de um par de atomos i e j, sendo { o tipo do
atomo, r as distancias interatdmicas e f um conjunto de fungdes de interagdo obtido a

partir da equacéo (3).
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ftitj(rij)Ehtitj(dij) (3)

Nesta equacao d esta relacionado a distancia entre as superficies de dois atomos,
i e j, onde rij € subtraido dos valores dos raios de van der Waals dos atomos i e j. Por sua
vez, o h é a soma de determinados pesos de trés diferentes interagbes, um termo
hidrofébico (gauss1 com peso de -0.0356), um termo de ligagdo de hidrogénio (gauss2

peso de -0.00516), e um de repulsdo (0.840). Conforme as equgdes (4), (5) e (6).

—(d/0.5A)

gauss,(d)=e (4)

gaussz(d): e*((d*3A)/2A)2 ;i

repulsion (d)=d" if d<0
repulsion(d)=0,if d=0 (6)

Na equacéo (4), quando d < 0.5 A, o termo é 1, mas 0 quando d < 1.5 A. Aequacéo
(5) quando d < -0.7 A, o termo é 1, e 0 quando d > 0. Os contatos hidrofébicos
apresentam um peso de -0.0351 e as ligagdes de hidrogénio de -0.587. Todavia, o limite
para a realizagéo desses calculos de interagdo é de 8 A de distancia entre os atomos (ri).

Além disso, os hidrogénios ndo s&o considerados nos calculos de distancia.
4.2. Dinamica molecular

A dinamica molecular foi realizada utilizando o programa Gromacs (PRONK et al.,
2013), versao 5.1, com o campo de forga gromos 54A7 (SCHMID et al., 2011). A estrutura
utilizada foi mesma usada nos experimentos de docking, a 2VSR (ITOH et al., 2008).
Todavia, um loop que compreendia um total de doze residuos (263 até 274) nao estava
presente na estrutura. Sendo assim, utilizou-se o programa Modeller para modelagem por
homologia da regido ausente (ESWAR et al., 2007).

Executou-se algumas dindmicas diferentes, primeiramente realizou-se um
experimento com a PPARYy retirando os ligantes (50 ns), seguidamente, o LDT11 foi
testado na melhor pose de docking selecionada, tanto no sitio de interacdo da RH3 (50
ns) e RH12 (50 ns), e ocupando as duas posi¢des simultdneamente (50 ns) (NETTLES,
2008).

Quanto a parametrizagdo do ligante, a molécula foi enviada para o servidor
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PRODRG que gerou as topologias (SCHUTTELKOPF; AALTEN, VAN, 2004). Todavia,
foram testadas duas opgbes variando somente as cargas do ligante (LEMKUL; ALLEN;
BEVAN, 2010), sendo assim realizou-se duas MD (50 ns) em interagdo com a RH3, uma
utilizando as cargas geradas pelo PRODRG e outra utilizando a combinagdo de dois
conjuntos de carga, um para a cauda hidrofébica, o anel e a hidroxila, calculado por
métodos de quimica quantica semi-empiricos (SIWKO et al., 2009), e outro para a
carboxila ligado no anel, por calculos de mecéanica quantica (HENRIQUES; SOLOV’YOV,
2008). Ap0s isso, foi montado o complexo com a estrutura da PPARy e do LDT11.

Apoés isso, definiu-se o a caixa, um dodecaedro com a distancia de 0,7 nm entre o
soluto as laterais da caixa, e foi feita a sovatagcdo, usando o modelo de agua spc216,
variando em torno de 60000 moléculas de solvente por MD. Foi realizada a adi¢cao de
ions, em geral oito ions de Na. Realizou-se a minimizagdo de energia com o algoritmo
steepest descent.

Duas fazes de equilibragdo foram feitas, a primeira era relacionada a temperatura
(200 ps), na qual o sistema alcangou o valor de 300 K e ficou estavel. Em seguida foi feita
a segunda etapa de equilibragdo, a de pressdo (200 ps). A etapa da MD foi feita logo
depois utilizando aceleradores de GPU.

Os graficos de RMSD e RMSF foram gerados por programas internos do gromacs,
gmx rms e gmx rmsf respectivamente, e os graficos foram gerados pelo programa grace,
utilizando o GUI xmgrace. Um script em perl foi usado para calcular a porcentagem do
tempo de existéncia das ligagbes de hidrogénio entre a proteina e o LDT11 (“Scripts”,
[S.d.]).

4.3. Expressao e purificagao do PPARy
4.3.1. OBTENCAO DO GENE

Obteve-se 0 gene com o dominio LBD da PPARy em plasmideo de expressao
pET28a, através de colaboragdo com o professor doutor Igor Polikarpov, do Instituto de

Fisica de Sao Carlos.

4.3.2. PREPARO DAS CELULAS COMPETENTES

Em fluxo laminar, adicionou-se 100 uL da célula competente em um tubo falcon

com 5 mL de meio LB liquido (peptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L e NaCl 10g/L ,
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pH7), e esta foi incubada a 37°C, overnight, em shaker a 200 rpm. No dia seguinte,
retirou-se 1 mL do pré-inéculo que foi adicionado em erlenmeyer (125 mL) com 25 mL de
meio LB, e incubou-se a 37°C, 200 rpm, até atingir a O.D. (600nm) de 0,3.

Apoés isso, colocou-se as células em gelo por 15 minutos seguido de centrifugagao
a 5000 g por 10 minutos a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido
em 10 mL CaCl; 100mM (estéril) e seguiu-se de mais 15 minutos de incubagao em gelo e
centrifugacdo no mesmo modelo da anterior. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 1 mL de CaCl, com 15% de glicerol (estéril), e aliquotou-se 100 yL em

tubos eppendorf (1,5 mL).

4.3.3. TRANSFORMAGAO

Realizou-se a transformacgao das células competentes em fluxo laminar, adicionou-
se 100 ng/pL do plasmideo em 100 uL destas células, que foram mantidas por quarenta
minutos em gelo. Submeteu-se as células a um choque térmico ao coloca-las por noventa
segundos a 42°C e, apos isso, elas foram retornadas ao gelo. Adicionou-se 900 pL de
meio LB liquido ao tubo e as mesmas foram deixadas em shaker, a 200 rpm, por um
periodo de uma hora a 37°C.

Preparou-se uma placa de petri contendo meio LB sdlido (peptona 10 g/L, extrato
de levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L e 10 g/L de Agar, pH7) com o antibiético canamicina 50
ug/mL para BL21 (DE3), e para BL21 (DE3) pLysE e BL21 (DE3) PlysS foi ainda
adicionado 34 pg/mL de clorofenicol. Um total de 100 yL das células deixadas no shaker
foram plaqueadas nas placas contendo LB sdlido e antibiético, e estas ficaram a 37°C

overnight.

4.3.4. OTIMIZAGAO DA EXPRESSAO

A expressao da proteina PPARYy foi feita em trés tipos de cepas de E. coli, BL21
(DE3), BL21 (DE3) pLyskE e BL21 (DE3) PlysS. Foram feitos testes também em diferentes
temperaturas (19°C, 25°C, 28°C e 37°C) e variando a concentragao de IPTG (0,5 mM e 1
mM) para algumas dessas cepas e temperaturas.

Para a obtencdo do pré-indculo, selecionou-se uma coldnia isolada das placas
obtidas na trasformacgé&o a qual foi inserida em um tubo falcon (15 mL) contendo 5mL de
meio LB com canamicina 50 pg/mL para BL21 (DE3), e para BL21 (DE3) pLysE e BL21
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(DE3) pLysS foi ainda adicionado 34 pg/mL de clorofenicol, estes ficaram overnight a
37°C a 200 rpm.

O volume de 1 mL do pré-inéculo foi transferido para um erlenmeyer (125 mL) com
25 mL de meio LB com canamicina 50 ug/mL para BL21 (DE3), e para BL21 (DE3) pLysE
e BL21 (DE3) pLysS foi ainda adicionado 34 pug/mL de clorofenicol. Incubou-se as células
a 37°C, 200 rpm, até atingir a O.D. (600nm) de 0,6.

Apos atingir os valores de O.D. desejados a expressao era induzida adicionando
1mM de IPTG (em alguns testes com 0,5 mM de IPTG), todavia antes era retirado 1 mL
para analise posterior em gel SDS-PAGE 12%. As amostras expressas a temperaturas
inferiores a 37°C, antes da indugcdo com IPTG as células transportadas para shakers com
a temperatura da expressao desejada e la eram mantidas por cerca de 20 minutos.

As amostras cuja temperatura desejada era 28°C e 37°C foram mantidas por um
total de 6 horas de expressao, ja amostras com temperaturas inferiores eram mantidas
overnight (16 horas). Seguidamente, retirou-se 1 mL para analise em gel SDS-PAGE 12%
e 1mL para testes de solubilidade.

A expressao para teste de purificacdo ocorreu em maior quantidade, 200 mL de
meio LB liquido (erlenmeyer 1 L), e utilizou-se a BL21 (DE3) PlysS a 28°C com 1 mM de
IPTG.

4.3.5. ANALISE EM GEL SDS-PAGE 12%

O gel SDS-PAGE 12% foi feito em duas partes, um gel separador e um
concentrador. No primeiro utilizou-se, para cada gel, 2 mL uma solug¢ao de poliacrilamida
(29% acrilamida e 1%bis-acrilamida), 1,7 mL de agua destilada, 1,25 mL de tampao Tris-
Hcl (pH 8,8), 50 uL de PSA 10%, 3 uL de TEMED e 150 uL de SDS10%. No segundo as
quantidades de reagente foram 415 uL da solugdo da mesma solugéo de poliacrilamida,
1,75 mL de agua destilada, 340 uL de tampao Tris-Hcl (pH 6.8), 25 uL de PSA 10%, 3 uL
de TEMED e 75 uL de SDS 10%.

Quanto a preparagdo das amostras, estas foram centrifugadas, mini spin plus
(Eppendorf), a 14500 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em tampdo de amostra 1x (60 mM Tris-Hcl pH6.8, SDS 2%, B-
mercaptotanol 5% e azul de bromofenol 0,01%), em seguida ferveu-se em banho maria
por dez minutos. Realizou-se a corrida do gel na cuba de eletroforese Mini-PROTEAN
Tetra System (BIO-RAD) com a fonte EPS 301 (GE healthcare) em tampéao de corrida
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(TrisHCI 25 mM, glicina 200 mM e SDS 0,1%). Nos primeiros vinte minutos, entrada da
amostra no gel e passagem pelo concentrador, utilizou-se a amperagem de 25 mA e apos
isso 45 mA durante toda a corrida, com a voltagem de 200 V. Os géis foram corados com
uma solugdo corante (50% etanol, 25% acido acético, 24,5% agua destilada e 0,5%
comassie brilliant blue R-250) por duas horas para marcagao das proteinas, e descorados

em acido acético 20%.

4.3.6. TESTE DE SOLUBILIDADE

As amostras foram centrifugadas a 14500 rpm por dois minutos, o sobrenadante
descartado e as amostras ressuspendidas em 150 uL de agua destilada. Sonicou-se as
amostras utilizando o Branson Sonifier 450 por um minuto (duty cicle 50% e output control
5). ApoOs isso, as amostras foram mais uma vez centrifugadas conforme os padrbes
anteriormente citados, o sobrenadante foi transferido para outro eppendorf (1,5 mL) e
adicionou-se 50 uL de tampao de amostra 4x, e o pellet, por sua vez, foi ressuspendido
em 200 uL de tamp&o de amostra 1x, em seguida ambas foram fervidas e analisadas em
gel SDS-PAGE 12%.

4.3.7. PURIFICACAO DA PPARy

Para a preparagdo das amostras de expressdo, centrifugou-se utilizando o
equipamento centrifuge 5430 R (Eppendorf), a 7830 rcf por dez minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 50 mL de tampéo de ligacao
(fosfato de sodio 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 20 mM, pH 7,4). Sonicou-se as amostras,
em gelo, por dez minutos e centrifugou-se conforme os parametros supracitados
separando o sobrenadante, guardou-se o pellet para analise em gel, e filtrou-se o
sobrenadante utilizando um filtro de seringa de 0,45 um.

Agua Mili-q, etanol 20%, tampao de ligacdo e tampao de eluigdo (fosfato de sddio
20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 500 mM, pH 7,4) foram filtrados em filtro 0,22 um usando
bomba a vacuo, TE-058 (Tecnal), e desaerados, banho ultrassom (Quimis), nesta ultima
etapa também utilizou-se bomba a vacuo.

Utilizou-se o equipamento AKTAprime plus (GE healthcare) e a coluna HisTrap HP
1mL (GE Healthcare) para a cromatografia de afinidade metalica a niquel com objetivo de

purificar proteinas com cauda de histidina. Passou-se na coluna um total de dez volumes
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de agua, etanol 20% e tampao de ligagao, e em seguida foi injetada a amostra, coletou-se
aliquotas da fracdo nao adsorvida. Lavou-se a coluna, dez volumes de coluna,
primeiramente com 10% do tampéao de eluicdo (50 mM de imidazol) e em seguida com
20% (100 mM de imidazol), 50% (250 mM de imidazol) e 100% coletando aliquotas da
fracdo eluida quando se observava picos de absorbancia de UV. Durante toda a
purificacdo mantevesse um fluxo de 1 mL por minuto, com um limite maximo de pressao
de 0,3 MPa.
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5. RESULTADOS

Antes da apresentacdo do resultado € necessario fazer algumas consideracoes.
Em primeiro lugar, quanto ao calculo de afinidade (energia livre de ligagao) realizado pelo
programa autodock vina, vale ressaltar que a férmula ndo apresenta nenhum termo
entropico relacionado a solvatagao e desolvatagdo do ligante ou dos graus de liberdade
rotacionais e translacionais perdidos no interior do sitio de ligagao. Estes parametros sao
de grande importancia para obtencdo de valores realistas. Sendo assim, sabemos que
esses valores ndo podem ser tomados como valores absolutos de energia livre, mas
somente de forma relativa, para comparagao entre os diferentes ligantes que tiveram as
afinidades calculadas da mesma forma pelo presente programa.

Em relagdo a dinamica molecular, as cargas do LDT11 ndo foram calculadas
através de métodos semi-empiricos, mas foram obtidas através de duas diferentes
metodologias: no site do PRODRG e na literatura, em ligantes semelhantes. Os dois tipos
de topologias apresentam limitagdes, contudo sdo empregados em varios estudos de

dindmica molecular disponiveis na literatura.

5.1. Docking

Os nove ligantes testados apresentaram resultados bastante variados em ambos
tipos de docking, todavia entre as duplicatas se mantiveram proximos, ou seja, mantendo-
se sempre na mesma regido de interagdo. Todos experimentos de docking rigido
analisados podem ser resumidos na tabela 1. Os ligantes interagiram em trés regides: no
bragco um em regido proxima H12 (a), com a regido proxima a H3 em especial com a
Arg288 que se encontra no brago trés, mas com a cauda hidrofébica interagindo no brago
dois (b), e também na RH3', interagindo com a Arg280 ou a Glu259 (c) e a cauda se
manteve no braco dois, essas posicbes podem ser melhor observadas na figura 22.

Todavia, nem todos conseguiram ocupar as trés regibes.

Tabela 1 — Afinidade de ligagdo das melhores poses dos ligantes no docking rigido e os
valores de RMSD. RH3 referisse a regido proxima a H3 e as fitas B, e a RH12 a regido
proxima a H12. Os valores separados por barra se referem a afinidades das duas
melhores poses (duplicata). Os dois valores de RMSD foram calculados entre as

estruturas dos ligantes da duplicata antes de serem superpostos (primeiro niumero) e
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depois da superposigédo (segundo numero). A cor preta se refere a localizagéo do ligante

proximo a RH3, vermelho proximo a RH12 e verde interagdo com residuos proximos a

Arg280, no brago dois.

LDT11 0.34/0.18 0.12/0.03 0.51/0.43
LDT13 -6.5/-7.0 -7.8/-7.9 -6.1/-6.1 2.89/0.83 0.94/0.90 3.70/1.38
LDT15 -7.5/-6.9 -8.5/-8.2 -6.5/-6.9 1.26/1.09 0.19/0.15 0.22/0.04
LDT28 -6.7/-6.8 -6.8/-6.9 -6.2/-.6.0 0.54/0.31 3.02/1.44 1.72/1.49
LDT29 -7.5/-6.8 -6.7/-6.7 -6.5/-6.1 0.55/0.42 0.93/0.52 0.48/0.43
LDT30 -7.0/-6.9 -6.8/-6.9 -6.3/-6.1 1.57/1.26 0.55/0.45 0.07/0.04
LDT208 -7.2/-71 -7.4/-7.4 -6.0/-6.5 6.95/1.26 0.39/0.24 1.85/1.54
LDT380 -6.8/-6.3 -7.5/-7.5 -6.2/-6.4 3.12/0.51 2.75/1.00 0.50/0.39
LDT383 -7.8/-7.9 -7.3/-7.3 -6.4/-6.7 0.18/0.13 0.13/0.07 1.12/1.04
Média -7.07 -7.26 -6.28 1.93/0.66 1.00/0.53 1.13/0.75
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Figura 22- Posi¢des principais obtidas pelos ligantes, RH3 (preto), RH3' (verde) e RH12
(vermelho) em interagdo no LBP do LBD da PPARy, braco um (vermelho), brago dois
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(verde) e bracgo trés (azul). (A) Estrutura do LBD da PPARy (2VSR) mostrando a posi¢cao
de interacao dos ligantes. (B) Esquema das interagdes, onde os residuos nas tabelas sao
0s que compde cada um dos bragos. Aminoacidos voltados para o interior ja haviam sido
anteriomente citados compondo cada um do bragos (ZOETE; GROSDIDIER; MICHIELIN,
2007). No exterior estao residuos que participaram das diferentes interagdes nas analises

de docking.

A tabela 1 apresenta as afinidades calculadas pelo programa autodock vina,
observa-se que com o LBP vazio somente o LDT15 nao interage no RH3, ao ocupar essa
posicao a maioria dos ligantes se direncionam para a RH12 (posi¢do que apresentou as
maiores médias de afinidade), somente o LDT28, 29 e 30 ndo se posicionam nessa
regido. Ao ocupar a RH12, os ligantes se conduzem para a RH3', que apresenta as
menores meédias de afinidade.

Outra informagdo que pode ser observada nessa tabela é os valores de RMSD
entre os dois valores de duplicata, dos ligante internamente (apds alinhamento) e as
meédias. Observa-se que a interacdo com o LBP vazio apresenta os maiores valores de
RMSD, onde quase todos os ligante interagiram no RH3, demonstrando que essa posi¢céao
€ a que apresenta as maiores diferengas de posicionamento dos ligantes. A RH12, por
sua vez, apresentou os menores valores.

Quanto ao docking com alguns residuos flexiveis, observou-se que, com excegao
do LDT15 e 383, os ligantes interagiram na RH3 quando o LBP se encontrava vazio. Com
o RH3 ocupado todos realizaram interagbes no RH12. Todavia, quando a RH12 foi
ocupada a grande maioria das interagdes se deu na RH3, somente o LDT29 e um dos
dockings com alguns residuos do LBP flexivel do LDT380 apresentaram interacdo com a
Arg280, o bem que se mostrou diferente do docking rigido. Quanto ao RMSD, ocorreu
uma variagao significativa nos resultados, apesar dos ligantes interagindo no RH12
apresentarem em geral valores menores, mostrando que neste tipo de docking o RH3
continua apresentando uma possibilidade de variagdes de posicionamento das moléculas

muito superiores.

Tabela 2 — Afinidade de ligacdo das melhores poses dos ligantes no docking com alguns
residuos flexiveis e os valores de RMSD. RH3 referisse a regido préxima a H3 e as fitas
B, e a RH12 a regido proxima a H12. Os valores separados por barra se referem a

afinidades das duas melhores poses (duplicata). Os dois valores de RMSD foram
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calculados entre as estruturas dos ligantes da duplicata antes de serem superpostos

(primeiro numero) e depois da superposicdo (segundo numero). A cor preta se refere a

localizag&do do ligante proximo a RH3, vermelho proximo a RH12 e verde interagdo com

residuos proximos a Arg280 no brago dois.

Ligante

LDT11
LDT13
LDT15
LDT28
LDT29
LDT30
LDT208
LDT380
LDT383
Média

Sitio vazio

-7.1/-7.1
-7.2/-8.0
-7.4/-7.2
-7.4/-7.3
-7.9/-8.0
-7.5/-7.2
-7.1/-8.2
-7.0/-7.0
-8.0/-7.9
-7.47

Afinidade (kcal/mol)
RH3 ocupado RH12 ocupado Sitio vazio

-7.8/-7.9
-8.3/-8.2
-7.5/-7.4
-7.5/-7.7
-8.4/-7.6
-7.5/-7.8
-8.3/-8.1
-8.0/-8.0
-8.0/-8.0
-7.89

-6.1/-6.4
-7.9/-8.1
-7.4/-7.2
-6.5/-7.3
-7.4/-6.2
-7.7/-7.8
-6.7/-7.4
-6.4/-7.4
-6.9/-7.6
-7.13

1.91/1.02
3.07/0.95
1.10/0.84
0.10/0.02
1.61/1.42
2.54/1.06
6.98/0.94
2.20/0.66
0.91/0.90
2.17/0.86

RMSD (A)

RH3 ocupado RH12 ocupado

1.09/1.00
0.92/0.90
0.41/0.34
4.13/1.36
2.29/1.34
0.23/0.01
0.37/0.22
0.29/0.15
1.08/0.76
1.20/0.67

1.13/1.03
11.61/0.95
1.70/0.95

8.50/0.46

0.56/0.48

0.29/0.04
11.52/1.01
15.96/0.99
9.21/0.77

6.72/0.74

Além disso pode se observar a tabela com todos os residuos que apresentaram

interacdo com os ligantes derivados de acido anacardico em ambos os tipos de docking

(tabela 3).

Tabela 3- Interagdes realizadas pelos ligantes derivados do acido anacardico com os

residuos do LBP no LBD da PPARy no docking rigido e com cadeias laterais flexiveis
(Arg288, Glu291, His323, Glu343, His449 e Tyr473). Vermelho representa as ligagbes de

hidrogénio. Verde no docking rigido indica os residuos que realizam contatos hidrofébicos

reconhecidos pelo Ligplot. Verde no docking flexivel indica os residuos com distancias

inferiores a 4 A de listancia dos atomos do ligante.

64



Ligante RIGIDO FLEXIVEL
APO H3 ocupado H12 ocupado APO H3 ocupado H12 ocupado
RZ66, E343 5289, H323, Y327, Y473 - E291 H323 R268
285, F262, Q286, R268, 1326, L330, F226, P227, 1226, F262, R288, 5289, | F226, P227, 1228, L255, E259, R260, | Q286, F262, C285, R288, Y327, K367,
LOT™ | 1261, G284, G269 £291, 1341, 5342, | \339, 1341, Maas, F363, ka7, Masa, | 1249 299, RZ80, G264, G265, 1381, | p297 1326,'v327, Ma29, 1333, E343, | G284, R285, A292, E295, 1326, L33, | M364, HA49, L453, Qa5d, KasT, L4GS,
: H449, 1469 M348, F363, Ha49, 5342, M348, L4689, Q470, YAT3, K4T4
R265 5289, H323, H449, Y473 - R285 323 R268
LDT4a | 1281, F282,C265,5289, A292, 1326, | A278,1281,F282,C285,1326, Y327, | Lo e oso. 62 Gosa, G2gs, | F225: P227, 1226, G284, 269, E91, | F282, C285, R288, 5289, V322,1326, | L228, L255, E259, 1262, R280, 1281,
329,130, L33, 1341, M348, L353, | L330, V339, 1341, M348, 1353, L356, | page o> 220 262, G284, G205, | s57 £aas, 1526, Maz9, L330, L33, | Y327, M364, Las3, KaST, F363, 469, | G284, G285, A292, E295, 1326, L333,
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5.1.1. LDT11

Na primeira analise de docking, onde nao se colocou nenhuma molécula ocupando

o ambiente do LBP, o LDT11 realizou ligagdes de hidrogénio com Arg288 e Glu343 e,

como pode ser observado na figura 23C. Além disso, diversas interagdes hidrofébicas

com residuos presentes no brago Il (proximo a H3 e as fitas B) como a lle281 e lle341.

Quanto ao docking com a proteina rigida ocupando a LBP da PPARYy,

primeiramente foi colocado o ligante 9-(S)-HODE na posicdo de interacdo na regiao

proxima a H3 e as fitas B (RH3). Pode-se observar na figura 23A e B que o LDT11

interage com os residuos de aminoacido Ser289, His323, Tyr327 e Tyr473. Por sua vez,

ao ocupar a posicao de interagédo préxima a H12 (RH12), o LDT11 interage com residuos

da RH3, todavia apresenta interagdo com residuos presentes na regido RH3', como a

Arg280, figura 23D.

O docking com algumas cadeias laterais flexiveis, por sua vez, apresentou um

resultado semelhante. No caso da proteina apo, o ligante interagiu na mesma regiao,

RH3, mas com a principal diferenga da cauda hidrofébica interagir mais fortemente com a

Leu330 invés de interagir com a lle281, todavia ambas estdo presentes na HS5.

Semelhantemente ambas parecem interagir com a lle341, presentes nas fitas 3, mesmo

que de modo mais fraco, figura 24A.

Quanto ao RH12 ocupado, ocorreram diferencas do rigido, o ligante nao

apresentou interagdo com a Arg280, e sim com a Arg288. Apesar de ambas terem
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realizado contatos hidrofébicos com a 1le341, essa também se encontrou proxima da
lle281, posicionada na H3, como pode ser visto na figura 24B. Os experimentos com
cadeias laterais moveis e ocupando a RH3 apresentaram ligagdes de hidrogénio com a
His323. As interacdes hidrofobicas de ambas as caudas apresentaram proximidade com

residuos como Leu 330 e lle341, figura 24C.

Figura 23- Interacbes entre a proteina PPARy (2VSR) e o LDT11. Ligagdes de hidrogénio

e interagdes hidrofébicas entre o ligante e a proteina: com o RH3 ocupado com o 9-(S)-
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HODE (A), a proteina apo (C) e com o RH12 ocupado (D). (B) Interagcdes polares
(pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre o ligante LDT11 (branco) com os

aminoacidos Ser289, His323, Tyr327 e Tyr473 (rosa) da proteina PPARy ocupando o
RH3.

Tyrd

Figura 24- Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT11 (branco) com os aminoacidos Glu 291 (azul) da proteina PPARy (2VSR),
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(B) com os residuos de aminoacido Arg288 ao ocupar a RH12 com o 9-(S)-HODE (C) com

os residuos de aminoacido His323 ao ocupar a RH3 com o 9-(S)-HODE.

5.1.2. LDT13

O LDT13, de modo semelhante ao LDT11, no docking rigido sem nenhum ligante
presente no LBP da PPARYy apresentou interagdo com a Arg288, entretanto n&o interagiu
com a Glu343. Em se tratando da cauda, esta além de interagdes com a lle341
apresentou interagdo com a lle281 e outros aminoacidos hidrofébicos da RH3 (Figura
25A). Por sua vez, ao ocupar a RH12 com o 9-(S)-HODE o LDT13 passou a realizar
interacdo com os aminoacidos como a Arg280 e também com hidrofébicos como a 11e281
e lle341, além da Arg288, ndo de forma polar com os nitrogénios, como pode ser visto na
figura 25B. Novamente, ao ocupar o sitio da RH3 com o ligante o LDT13 interagiu de
forma semelhante ao LDT11, ou seja, com os residuos Ser289, His323, His449 e Tyr473,
a cauda lipofilica dessa molécula, todavia, interagiu de forma um pouco diferente, pois
esta se esticou paralelamente a H3 interagindo com residuos naquela regido, como a
lle281 e outros de outras hélices como a Phe363 da H7 e Leu 353 na H2" (Figura 25C e
D).

O segundo tipo de docking apresentou diferengas, significativas em alguns casos.
Em relagc&o a proteina apo, a interagdo também ocorreu com a Arg288, Leu330 e lle341
(Figura 26A). Mais uma vez, semelhantemente ao LDT11 flexivel, ao ocupar o RH12, o
ligante ndo apresentou interagdo com a Arg280 mas com a Arg288 (Figura 26B).
Entretanto, com a ocupagédo do RH3 a pose foi bastante diferente em relagéo ao rigido,
apesar de ocorrer interacdo com a His323, a cauda permaneceu dentro do brago um, néo

fazendo interagdes hidrofébicas com o Leu330, figura 26C.
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Figura 25- Interagdes entre a proteina PPARy (2VSR) e o LDT13. (A) Ligagbes de
hidrogénio e interagdes hidrofobicas entre o ligante e a proteina apo (B) Ligagdes de
hidrogénio e interagdes hidrofébicas entre o ligante e a proteina com o RH12 ocupado
com o ligante 9-(S)-HODE. (C) Ligacdes de hidrogénio e interagcbes hidrofobicas entre o

ligante e a proteina com o RH3 ocupado. (D) Interagdes polares (pontilhado em amarelo e
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o distancia em A) entre o ligante LDT13 (azul) com os aminoacidos Ser289, His323,
Tyr327 e Tyr473 (rosa) da proteina PPARy ocupando o RH3.

Figura 26- Interagdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT13 (ciano) com o residuo Arg288 (azul) da proteina PPARy (2VSR), (B) com os
residuos de aminoacido Arg288 ao ocupar a RH12 com o 9-(S)-HODE (C) com os

residuos de aminoacido His323 ao ocupar a RH3 com o 9-(S)-HODE.
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5.1.3. LDT15

O LDT15, por sua vez, em relagao ao docking rigido onde o LBP estava vazio, foi o
unico ligante a apresentar interagdo na RH12, realizando liga¢gdes de hidrogénio com a
His323 e Tyrd73, e também com a Ser289 (o pymol ainda detectou mais néo o Ligplot+), e
em se tratando da cauda lipofilica, devido a um longo filamento com grupos polares que
sai do anel e faz interagdes na RH12, foi possivel que ela interagisse com residuos
hidrofobicos como a 1le281, Leu330, lle341, Leu353 e Phe363, localizada mais
profundamente no brago dois, como pode ser visto na figura 27A e B.

Por sua vez, quando a RH12 foi ocupada esse ligante realizou suas interagdes
polares com a Glu343 e a cauda se aprofundou bastante no brago dois, interagindo com
residuos como a lle262 e Leu255 (figura 27C). Com a ocupagédo da RH3 com outro ligante
o LDT15 volta a fazer as mesmas ligagbes de hidrogénio e também mantém grande parte
das hidrofébicas (figura 27D).

Em se tratando do docking flexivel com a apo-estrutura, o ligante continuou
localizado no brago um, todavia a cauda nao se direciona para o fundo do braco dois, mas
mantém interagindo com a Leu330 e lle341 (figura28A). Em se tratando da ocupagéo do
RH12 (figura28B) e RH3 (figura28C), no primeiro o LDT15 mantevesse posicionado no
braco dois e trés, com o grupamento polar bem préximo a Arg288, e apolar da lle281 e
lle341. No segundo o ligante volta a realizar pontes de hidrogénio com a His323 e a

cauda interage com a lle281, mas nao se aproxima das regides de fitas 3.
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Figura 27- Interagcbes entre a proteina PPARy (2VSR) e o LDT15. (A) Ligagbes de
hidrogénio e interagdes hidrofébicas entre o ligante e a proteina apo. (B) Interagdes
polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre o ligante LDT15 (rosa) com os
aminoacidos Ser289, His323 e Tyrd73 (rosa) da proteina PPARy. (C) Ligagdes de
hidrogénio e interagbes hidrofébicas entre o ligante e a proteina com o RH12 ocupado
com o ligante 9-(S)-HODE. (C) Ligac¢des de hidrogénio e intera¢des hidrofobicas entre o

ligante e a proteina com o RH3 ocupado.
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Figura 28- Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT15 (rosa) na RH12 da proteina PPARy (2VSR) (azul), (B) na RH3 ao ocupar a
RH12 com o 9-(S)-HODE (C) com o residuo de aminoacido His323 ao ocupar a RH3 com

0 9-(S)-HODE.
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5.1.4.LDT28

O LDT28, no docking rigido com o LBP vazio, interagiu no bragco dois e trés,
demonstrando interagdes principalmente hidrofobicas nessa regido (figura 29A), somente
pelo pymol foi reconhecida uma distancia de interagdo polar fraca com a Arg288, como
pode ser observado na figura 29B. Interagdes mais proximas a Arg280, que se localiza
RH3' quando a RH3 e a RH12 foram ocupadas por ligantes, sendo que estes contatos
eram primordialmente hidrofobicos (figura 29C e D).

Quando se colocou flexibilidade em cadeias laterais de alguns residuos do LBP, no
caso da apo-PPARy, observou-se interagcdo com a Arg288, mas as interagdes
hidrofébicas se alteraram, a cauda passou a interagir com a Leu330 ao invés de se
aprofundar no brago dois (figura 30A). Todavia, quando ocorreu ocupagado da RH12 e
RH3, a posicdo do LDT28 se alterou bastante, pois em nenhum dos casos o0s
grupamentos da cabega polar se localizaram proximos ao Arg280, mas no primeiro caso

fez interagdo com a Arg288 e no segundo com a Tyr473, figura 30B e C.
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Figura 29- Interagdes entre a proteina PPARy (2VSR) e o LDT28. (A) Interagcbes
hidrofdbicas entre o ligante e a proteina apo. (B) Interagdes polares (pontilhado em
amarelo e o distancia em A) entre o ligante LDT28 (roxo) com o residuo Arg288 (rosa) da
proteina PPARYy. (C) Interagdes hidrofébicas entre o ligante e a proteina com o RH12
ocupado com o ligante 9-(S)-HODE. (D) Liga¢des de hidrogénio e interagdes hidrofébicas

entre o ligante e a proteina com o RH3 ocupado.
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Figura 30- Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT28 (rosa) na RH3 da proteina PPARY (2VSR) (azul) com o residuo Arg288, (B)
na RH3 ao ocupar a RH12 com o 9-(S)-HODE (C) com o residuo de aminoacido Tyr473

ao ocupar a RH3.
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5.1.5.LDT29

Primeiramente quanto ao docking rigido, o LDT29 apresentou ligacbes de
hidrogénio a Arg288 e Glu295 no docking com apo-PPARYy (Figura 31A e B), além de
interacdes hidrofébicas com a lle341, a Leu330, entre outros. Todavia, ao ocupar a RH12
o ligante interage com a Arg280, dessa forma a cauda fez diversas interacdes
hidrofébicas com residuos do brago dois e trés (Figura 31C). Por sua vez, ao ocupar o
RH3 este ligante mostrou ligacdo de hidrogénio com a Glu259 e proximidade com a
Arg280, com a cauda se esticando proximo a entrada do brago, interagindo, por exemplo
com a Leu330 (Figura 31D).

No docking flexivel, o ligante apresentou, no primeiro experimento, a interagao no
brago trés, préximo a Arg288, com a cauda entrando para dentro da regido do brago um
(figura 32A). Ocupando a RH12, o ligante ocupou o brago dois se localizando na RH3'
proximo a Arg280, apresentando diversas interagdes hidrofébicas na H3 e nas fitas j3,
figura 32B. Ao ocupar a RH3, o ligante realizou intera¢gdes no bragco um, com a His323 e
Tyrd73, e a cauda lipofilica interagiu com residuos como Leu 330, se dirigindo para os

bracos dois e trés, figura 32C.
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Figura 31- Interagdes entre a proteina PPARy (2VSR) e o LDT29. (A) Ligagbes de
hidrogénio e interagdes hidrofébicas entre o ligante e a proteina apo. (B) Interagdes
polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre o ligante LDT29 (amarelo) com
o residuo Arg288 e Glu295 (rosa) da proteina PPARYy. (C) Interagbes hidrofobicas e
ligacdes de hidrogénio entre o ligante e a proteina com o RH12 ocupado com o ligante 9-
(S)-HODE. (D) Ligagdes de hidrogénio e interagcbes hidrofébicas entre o ligante e a

proteina com o RH3 ocupado.
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Figura 32- Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT29 (amarelo) na RH3 da proteina PPARy (2VSR) (azul), (B) na RH3 ao ocupar
a RH12 com o0 9-(S)-HODE e (C) ao ocupar a RH3.
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5.1.6. LDT30

Este ligante, em se tratando do docking rigido com o LBP vazio, apresentou
interagbes com o residuo Arg288 (figura 33A e B), e realizou interagdes hidrofébicas no
brago dois. Nos seguintes tipos, RH12 e RH3 ocupados, este se posiciona no brago dois
realizando diversas interagcdes hidrofébicas na regido, e a cabeca polar se direciona para
a Arg280 e Glu259 (figura 33C e D).

No docking com algumas cadeias laterais flexiveis, com a estrutura vazia,
observou-se uma interacdo no braco dois, sem aprofundar a cauda dentro deste, e trés,
realizando ligagdes de hidrogénio com a Glu343, préxima da entrada (figura 34A). Ao
ocupar a RH12, brago um, o ligante mantém a posi¢ao no RH3, em uma posicdo bem
diferente, com a cauda hidrofobica no interior do brago dois e a cabecga polar interagindo
com a Arg288 (figura 34B). Todavia, quando a RH3 apresentou interagdo com o 9-(S)-
HODE, o RH12 foi ocupado pelo LDT30, que interagiu com a His323 e a Tyr473 através

do grupamento carboxila, e a cauda interagiu com a Leu330 e lle341 (figura 34C).
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Figura 33- Interagdes entre a proteina PPARy (2VSR) e o LDT30. (A) Ligagbes de
hidrogénio e interagdes hidrofébicas entre o ligante e a proteina apo. (B) Interagdes
polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre o ligante LDT29 (amarelo) com
o residuo Arg288 (rosa) da proteina PPARYy. (C) Interagdes hidrofébicas entre o ligante e a
proteina com o RH12 ocupado com o ligante 9-(S)-HODE. (D) Intera¢des hidrofébicas

entre o ligante e a proteina com o RH3 ocupado.
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Figura 34- Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT30 (cinza) na RH3 da proteina PPARy (2VSR) (azul), (B) na RH3 ao ocupar a
RH12 com o 9-(S)-HODE e (C) na RH12 ao ocupar a RH3.
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5.1.7. LDT208

O LDT208 interagiu com a Ser289 e ficou bastante proxima da Arg288, além de
residuos hidrofébicos como: Phe282, lle341, Phe363, entre outros (figura 35A). Quando
foi feito o experimento do LBP ocupado na RH12, foi observado contatos hidrofébicos
com residuos da RH3, com o grupamento polar voltado para a Glu259 (figura 35B) e,
ocupando a RH3, o ligante interagiu com os residuos de aminoacidos Ser289, His323,
His449 e Tyrd73, com a cauda se direcionando para o brago dois (figura 35C e D).

Quanto ao docking flexivel, no caso da apo-estrutura, o ligante realizou ligagbes de
hidrogénio com a Arg288, mas a cauda se direcionou para o brago um em vez do brago
dois (figura 36A). Ao posicionar uma molécula na RH12, o ligante se manteve na RH3,
todavia apesar da cauda se direcionar para o brago dois realizando interacdes
hidrofobicas com a 11e281 e lle341, a cabega com grupamentos polares se localizou no
brago trés préximo a Glu295, como pode ser observado na figura 36B. Com a ocupagao
do RH3, o LDT208 se localizou no brago um, toda a molécula se localizou nessa regiao
com a cauda se aprofundando neste braco. Além disso, a Arg288 torceu em diregdo ao
ligante, que por sua vez nao apresentou liga¢cdes de hidrogénio com os residuos da

regiao (figura 36C).
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Figura 35- Interagdes entre a proteina PPARy (2VSR) e o LDT208. (A) Ligacdes de
hidrogénio e interagdes hidrofébicas entre o ligante e a proteina apo. (B) Interagdes
hidrofébicas entre o ligante e a proteina com o RH12 ocupado com o ligante 9-(S)-HODE.
(C) Ligacdes de hidrogénio e interagbées hidrofobicas entre o ligante e a proteina com o
RH3 ocupado. (D) Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre o

ligante LDT29 (amarelo) com o residuo Arg288 (rosa) da proteina PPARYy.
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Figura 36- Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT208 (verde) na RH3 da proteina PPARYy (2VSR) (azul), (B) na RH3 ao ocupar a
RH12 com o 9-(S)-HODE e (C) na RH12 ao ocupar a RH3.
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5.1.8. LDT380

Em se tratando do LDT380, no docking rigido com a apo-PPARYy, este ligante
apresentou interagdes com a Arg288 e a o oxigénio da carbonila da cadeia principal da
lle326, a cauda realizou contatos no brago dois (figura 37A). Por sua vez, ao ocupar RH12
com o 9-(S)-HODE o LDT380 apresentou interagdao com a Arg280 e de modo hidrofébico
com Leu255, 1le281, 1le341, Met348, entre outros, como se observa na figura 37B. Ao
posicionar o ligante de modo a ocupar a RH3 o LDT380 apresenta interagbes com os
residuos do brago um (His323, His449 e Tyr473), figura 37C e D.

Quanto ao docking que permite a flexibilidade de algumas cadeias laterais, na
proteina apo, o LDT380 interagiu na RH3, com residuos como a Glu291, Leu330, lle341 e
Glu343, figura 38A. Essa posigao nao alterou muito quando um ligante estava ocupando a
RH12, alterando principalmente a ligagdo de hidrogénio formada com a Arg288 e a
Glu343, a cauda apesar de uma posi¢ao diferente interage com os mesmos residuos
(figura 38B). Em relagéo ao docking flexivel ocupando a RH3, o ligante interage na RH12,
com a cauda posicionada em dire¢ao ao interior do brago um, e a Arg288 curvando-se em

dire¢do a esse brago buscando interacdo com o ligante, como observado na figura 38C.
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Figura 37- Interacbes entre a proteina PPARy (2VSR) e o LDT380. (A) Ligagdes de
hidrogénio e interagbes hidrofébicas entre o ligante e a proteina apo. (B) Ligagdes de
hidrogénio e interagdes hidrofébicas entre o ligante e a proteina com o RH12 ocupado
com o ligante 9-(S)-HODE. (C) Ligagbes de hidrogénio e intera¢des hidrofébicas entre o
ligante e a proteina com o RH3 ocupado. (D) Intera¢des polares (pontilhado em amarelo e
o distancia em A) entre o ligante LDT380 (laranja) com os residuos His323, His449 e
Tyr473 (rosa) da proteina PPARYy.
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Figura 38- Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT380 (laranja) na RH3 da proteina PPARy (2VSR) (azul), (B) na RH3 ao ocupar
a RH12 com o 9-(S)-HODE e (C) na RH12 ao ocupar a RH3.
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5.1.9. LDT383

Quanto ao ligante LDT383 foi observada no experimento de docking rigido sem
ligantes no LBP da proteina PPARYy a localizag&o dos grupos polares préximos ao residuo
Arg288, mas as interagdes hidrofdbicas aparecem em bem mais quantidade, figura 39A.
Quando o RH12 esta ocupado, este ligante faz uma série de interagbes polares com a
Arg280 e a cauda se mantém no brago dois (figura 39B). Quando a regido ocupada ¢é a
RH3 o ligante apresenta um conjunto de possibilidades de ligagdes de hidrogénio no
braco um com os residuos His323, Tyr327, Lys367, His449 e Tyr473, isto pode ser visto
na figura 39C e D.

Quando se adicionou flexibilidade a algumas cadeias laterais o docking, na
estrutura vazia, apresentou interacdo na RH12, diferentemente do rigido (figura 40A).
Ocupando o RH12, a molécula vai interagir no bragos dois e trés, com residuos como
Glu295, 1le341 e Glu343, figura 40B. Todavia, ao colocar o 9-(S)-HODE na RH3 o LDT383
voltasse novamente ao RH12, todavia a sua cauda se direciona para o fundo do braco

um, como pode ser visto na figura 40C.
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Figura 39- Interagdes entre a proteina PPARy (2VSR) e o LDT383. (A) Interagcdes
hidrofdbicas entre o ligante e a proteina apo. (B) Ligagcdes de hidrogénio e interagdes
hidrofobicas entre o ligante e a proteina com o RH12 ocupado com o ligante 9-(S)-HODE.
(C) Ligacdes de hidrogénio e interagdées hidrofobicas entre o ligante e a proteina com o
RH3 ocupado. (D) Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre o
ligante LDT383 (preto) com os residuos His323, Tyr327, Lys367, His449 e Tyr473 (rosa)
da proteina PPARYy.
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Figura 40- Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em A) entre (A) o
ligante LDT383 (preto) na RH12 da proteina PPARYy (2VSR) (azul), (B) na RH3 ao ocupar
a RH12 com o 9-(S)-HODE e (C) na RH12 ao ocupar a RH3.
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5.2. Dinamica molecular

Na MD selecionou-se o ligante LDT11 para a realizagao deste experimento. Essa
selegcdo ocorreu devido a trés fatores, (1) este foi uma das moléculas que apresentou os
melhores resultados nos experimentos in vitro realizado pelos colaboradores (ALVES,
2015; SAMPAIO, 2015). (2) Este ligante apresentou bons resultados em ambos
experimentos de docking, interagindo na RH3 e RH12, com grande numero de pontes de
hidrogénio. (3) Os valores das cargas obtidas na literatura para o experimento de MD se
assemelhavam mais com este ligante do que com os demais.

Realizaram-se primeiramente experimentos para a selegdo do padrao de cargas do
ligante que seria utilizado: geradas pelo programa PRODRG ou cargas calculadas para
ligantes semelhantes obtidas em artigos publicados. Os graficos de RMSD das corridas
podem ser observados na figura 41. Devido aos ligantes ndo apresentarem diferencas
significativas nos resultados das analises de RMSD, principalmente no grafico analisando
os ligantes (figura 41B) e as cargas do PRODRG nao apresentarem uma grande
confiabilidade na literatura (LEMKUL; ALLEN; BEVAN, 2010), os demais experimentos de
dinamica foram realizados com as cargas de compostos semelhantes obtidos em artigos

previamente citados.
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Figura 41- Analises dos experimentos com o ligante com diferentes tipos de carga, gerada
pelo site do PRODRG e a jungéo de cargas de ligantes similares (PAPER). (A) RMSD da
cadeia principal das diferentes MD. (B) RMSD dos ligantes em interagdo no LBP da

PPARy com diferentes tipos de carga.

Os experimentos de RMSD das diferentes corridas, sem ligante (APO), ligante na
RH3, na RH12 e em ambas, pode ser observado na figura 42A. Dentre todas as MD a

APO, em torno de 40 ns, apresentou um pico, todavia os demais ligantes pareceram

apresentar uma estabilizacdo do RMSD.
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Quanto as analises de RMSD da regido das fitas 3, ndo foi observado variagdes
significativas nos valores, apesar da proteina sem ligante no LBP apresentar entre 10 e
20 ns e 30 e 40 ns numeros um pouco superiores. Em se tratando da hélice 3, a dinamica
com o ligante na RH3 foi 0 que apresentou os maiores valores, atingindo valores maximos
de 0,3 nm, seguido da apo-estrutura, as outras duas apresentaram valores proximos, em
torno de 0,2 nm. O RMSD da H12 foi que apresentou maior variagdo onde a apo-PPARYy,
rapidamente atingiu um valor de 0,4 nm, proximo de 15 ns as MD com ligante na RH3 e
RH12 atingiram esse mesmo patamar e a com ligante em ambos os sitios se manteve
estavel até o final dos 50 ns em valores menores que 0,2 nm. Estes graficos podem ser

vistos na figura 42.
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Figura 42- Graficos de RMSD dos experimentos de MD (A) e fitas B de numero 3 e 4(B),
da H3 (C) e da H12 (D).

Outra analise realizada na dinamica foi a de RMSF, figura 43. Nao se observou
alteracao significativa entre os experimentos, mas sim regiées onde se via uma flutuagao

menor e maior, vales e picos (figura 43 A). As regides de menor valor de flutuagdo s&o
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entre os residuos 385 a 390 (hélice 8) e 413 a 417 (hélice 9), com valores inferiores a 0.1

nm. Os picos, por sua vez, se encontram em torno dos residuos 240, 272, 336 e 427.
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Figura 43- Graficos de RMSF dos experimentos de MD (A) e da regiado de fitas B (B), da
H3 (C) e da H12 (D).

Por sua vez, os ligantes apresentaram variagdo no RMSD durante o experimento.
Primeiramente, o ligante quando localizado na RH3 apresentou durante toda a MD
valores entre 0,1 e 0,2 nm. Todavia, grande parte desse valor se devia a movimentagao
da cauda, a cabecga apresentou constantemente valor de RMSD abaixo de 0,05 nm,
demonstrando uma baixa motilidade, como pode ser visto na figura 41A. Este mesmo
padrdo da cabega, onde se encontram os grupos polares, foi observado quando o LDT11
ocupava esta mesma regido s6 que com outra molécula igual ocupando a RH12
simultaneamente, figura 44C.

No caso do LDT11 ocupando a RH12 também se observou um padrao diferente,
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em se tratando da cabecga do ligante, tanto quando ele se encontrava sozinho na LBP da
proteina quanto com a ocupagao do RH3. Durante o experimento ocorreu momentos onde
o RMSD se encontrava em torno de 0,05 nm durante alguns ns, todavia ocorria alteragées
que conduziam o RMSD para valores préximos a 0,1 nm, figura 44B e C. Por sua vez, as

caudas hidrofébicas apresentaram valores superiores a 0,1 nm em ambas as analises.
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Figura 44- RMSD do ligante inteiro, cabega e cauda durante os experimentos de MD. (A)
Dinamica apresentando o LDT11 somente na RH3. (B) Experimento com o ligante na

RH12. (C) LDT11 em interagdo em ambos os sitios simultaneamente.
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Além disso, observou-se que no experimento do LDT11 no RH3 do LBP algumas
ligagbes de hidrogénio que se mantiveram por longos tempos na MD, por exemplo entre o
oxigénio da Ser342 e os da carboxila do ligante que persistiram por mais de 50% do
tempo e a Arg288, que durante todo o tempo da dindmica o ligante realizava pelo menos
uma ligacdo de hidrogénio com os nitrogénios da cadeia lateral deste residuo. Além
destes outros residuos como a Leu228, Glu295 e Glu343 se apresentaram interagdes por

grande parte do experimento com o LDT11, tabela 4.

Tabela 4- Tempo de existéncia das ligagdes de hidrogénio na MD com LDT11 posicionado
na RH3.

RH3
Doador Aceptor Tempo (%)

LEU228 N DRGC OAX 0.1
LEU228 N DRGC OAY 36.7
LEU228 N DRGC OAW 14.7
ARG288 NE DRGC OAX 494
ARG288 NE DRGC OAY 3.8
ARG288 NE DRGC OAW 15.5
ARG288 NH1 DRGC OAX 1.9
ARG288 NH1 DRGC OAY 0.04
ARG288 NH1 DRGC OAW 0.9
ARG288 NH2 DRGC OAX 8.4
ARG288 NH2 DRGC OAY 14.6
ARG288 NH2 DRGC OAW 19
SER342 N DRGC OAX 0.08
SER342 oG DRGC OAX 444
SER342 oG DRGC OAY 6.2
GLU343 N DRGC OAX 7.7
GLU343 N DRGC OAY 42.2

DRGC OAW ARG288 (@) 0.04

DRGC OAW GLU295 OE1 21.2

DRGC OAW GLU295 OE2 23.2

Nota:
DRGC representa o LDT11 na RH3 do LBP.

OAX e OAY sao os oxigénios que compde a carboxila, e OAW a hidroxila do LDT11.

Quanto as analises do tempo de existéncia das ligagdes de hidrogénio entre o
ligante posicionado na RH12, observou-se dois momentos distintos com valores de RMSD
variados, sendo assim, observou-se o padrao dessas interacdes nesses dois momentos,
como observado na tabela 5. Semelhantemente, ambos os tempos (0-12 ns e 15-45 ns)
apresentam em torno de 95% de tempo de interagdo com a Ser289, entretanto pode ser

observado que ocorre uma queda de quase 30% das interagdes com a Tyr473 e um
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aumento de praticamente o mesmo valor com a His449. Demais residuos nao

apresentaram valores significativos, o resultado de toda a corrida pode ser visto na tabela

6.

Tabela 5- Tempo de existéncia das ligagdes de hidrogénio na MD com LDT11 posicionado

RH12 nos temposde 0 a12ns e 15 a 45 ns.

Doador
GLN286
SER289
SER289

HIS323
TYR327
LYS367
HIS449
HIS449
HIS449
TYR473
TYRA473
TYRA473

DRGC

Nota:

RH12 (0 - 12 ns)

NE2
oG
oG

NE2
OH
NZ

NE2

NE2

NE2
OH
OH
OH

OAW

Aceptor
DRGC

DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC

LEU469

Tempo (%) Doador
OAW 0.2 SER289 0G
OAX 92.4 SER289 0G
OAY 34 LYS367 NZ
OAY 0.08 HIS449 NE2
OAY 0.1 HIS449 NE2
OAY 0.2 HIS449 NE2
OAX 04 LYS457 NZ
OAY 28.2 TYR473 OH
OAW 24 TYR473 OH
OAX 64.1 TYR473 OH
OAY 211 DRGC OAW
OAW 0.5 DRGC OAW
0 0.08

DRGC representa o LDT11 na RH12 do LBP.

OAX e OAY sao os oxigénios que compde a carboxila, e OAW a hidroxila do LDT11.

RH12 (15 - 45 ns)

Aceptor
DRGC

DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC

SER289
LEU469

OAX
OAY
OAX
OAX
OAY
OAW
OAW
OAX
OAY
OAW
0oG

Tempo (%)

0.6
94.3
0.03
58.7

0.1

7.9

0.1
1941
374
0.06
0.06
0.03

Tabela 6- Tempo de existéncia das ligagdes de hidrogénio na MD com LDT11 posicionado

na RH12.

Notas:

Doador
GLN286 NE2
SER289 oG
SER289 oG
HIS323 NE2
TYR327 OH
LYS367 NZ
LYS367 NZ
HIS449 NE2
HIS449 NE2
HIS449 NE2
LYS457 NZ
TYRA473 OH
TYRA473 OH
TYRA473 OH

DRGC OAW
DRGC OAW

RH12

Aceptor
DRGC

DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC

SER289
LEU469

DRGC representa o LDT11 na RH12 do LBP.

OAX e OAY séo os oxigénios que compde a carboxila, e OAW a hidroxila do LDT11.

Tempo (%)

OAW
OAX
OAY
OAY
OAY
OAX
OAY
OAX
OAY
OAW
OAW
OAX
OAY
OAW
oG
o

0.06

26
69.4
0.02
0.04
0.02
0.06
38.6

7.7
12.2

0.1
29.8
30.9

0.1
0.04
0.04

99



Além disso, algumas imagens das interagdes entre o LDT11 e a PPARYy durante
diversos tempos da MD podem ser observados na figura 45. Nos tempos iniciais podemos
observar interagbes com a Ser289 e a Tyrd73, a His449 parece apresentar ligagcoes de
hidrogénio por menos tempo e com distancias maiores. Todavia, apds os 15 ns o ligante
apresentou interagdes principalmente com os trés residuos Ser289 e His449, além de

momentos de contatos com ambos e a Tyr473.

100



Figura 45- Interagdes entre 0 LDT11 e a PPARYy durante a MD, com a RH12, ocupada nos
tempos de (A) 2 ns (B) 3 ns (C) 4 ns (D) 15 ns (E) 20 ns e (F) 30 ns. As distancias entre

os atomos pesados (A) das ligacdes de hidrogénio sdo mostrados em preto.

Nas MD onde dois ligantes ocupavam o LBP (RH3 e RH12), primeiramente no
RH3, os residuos com maior tempo foram semelhantes ao do RH3 sozinho (apesar de
uma variagao no tempo de existéncia das ligagdes em questdo). Dentre essas podemos

observar Arg288, Glu291 (esta principalmente com a hidroxila), Ser342 e Glu343, sendo
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que os trés ultimos apresentaram mais tempo de ligagdo, como pode ser observado na
tabela 7.

Tabela 7- Tempo de existéncia das ligagdes de hidrogénio na MD com duas moléculas de

LDT11 posicionadas na RH3 e RH12 respectivamente.

RH3 RH12
Doador Aceptor Tempo (%) Doador Aceptor Tempo (%)

LYS265 NZ DRGC OAX 6.1 GLN286 NE2 DRGD OAW 15.9
LYS265 NZ DRGC OAY 0.08 SER289 oG DRGD OAX 73.2
LYS265 NZ DRGC OAW 44 SER289 oG DRGD OAY 04
HIS266 NE2 DRGC OAX 0.5 HIS323 NE2 DRGD OAX 0.06
ARG288 NE DRGC OAX 0.02 HIS323 NE2 DRGD OAY 0.5
ARG288 NE DRGC OAY 12 TYR327 OH DRGD OAX 0.02
ARG288 NE DRGC OAW 53 TYR327 OH DRGD OAY 0.8
ARG288 NH1 DRGC OAX 0.02 HIS449 NE2 DRGD OAX 11.8
ARG288 NH1 DRGC OAY 0.8 HIS449 NE2 DRGD OAY 25.3
ARG288 NH1 DRGC OAW 9.8 LYS457 NZ DRGD OAW 0.02
ARG288 NH2 DRGC OAX 0.1 HIS466 N DRGD OAW 0.7
ARG288 NH2 DRGC OAY 1.5 GLN470 NE2 DRGD OAW 0.1
ARG288 NH2 DRGC OAW 1.6 TYR473 OH DRGD OAX 25
SER342 N DRGC OAX 8.7 TYR473 OH DRGD OAY 63.1
SER342 N DRGC OAY 72.8 TYR473 OH DRGD OAW 0.1
SER342 oG DRGC OAX 3.5 DRGD OAW GLN286 OE1 2.4
SER342 oG DRGC OAY 0.1 DRGD OAW SER289 oG 0.04
GLU343 N DRGC OAX 80.9 DRGD OAW LEU469 (o] 0.2
GLU343 N DRGC OAY 2.2 DRGD OAW GLN470 OE1 1.1
GLU343 N DRGC OAW 0.02

DRGC OAW GLU291 OE1 56.2

DRGC OAW GLU291 OE2 53.4

Notas:
DRGC representa o LDT11 na RH3 do LBP e DRGD na RH12.

OAX e OAY séo os oxigénios que compde a carboxila, e OAW a hidroxila do LDT11.

Devido a dois padrbées de RMSD da cabega do ligante, assim como quando a
RH12 foi ocupada sozinha, realizou-se analise do padrao de ligagées de hidrogénio em
ambos os tempos. Nos primeiros 5 ns a His449 e a Tyr473 apresentaram tempo muito
superior aos dos demais residuos, todavia, nos 45 ns restantes a Ser289 apresentou
muito mais tempo de ligagdes de hidrogénio com o ligante e a His449 sofreu uma reducao
significativa, e a Tyr473 manteve-se constante, tabelas 8 e 9. Atabela 7 apresenta por sua
vez o tempo de existéncia das ligacdes de hidrogénio durante todo o tempo da dinédmica.
Tabela 8- Tempo de existéncia das ligagdes de hidrogénio na MD com LDT11 posicionado
na RH3 e RH12 no tempo de 0 a 5 ns.
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Doador
LYS265
LYS265
HIS266

ARG288
ARG288
ARG288
ARG288
ARG288
ARG288
SER342
SER342
SER342
GLU343
GLU343
GLU343

DRGC

DRGC

Notas:

Nz
NZ
NE2
NE
NE
NH1
NH1
NH2
NH2
N
N
oG
N
N
N
OAW
OAW

RH3
Aceptor
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
GLU291
GLU291

OAX
OAW
OAX
OAY
OAW
OAY
OAW
OAY
OAW
OAX
OAY
OAX
OAX
OAY
OAW
OE1

OE2

Tempo (%)
4.5
0.9
53
3.9
15
4.5
38.5
0.2
0.2
25
59.4
29
87.6
8.5
0.2
35.1
67

Doador

SER289
HIS323
HIS323
TYR327
HIS449
HIS449
HIS466
TYR473
TYR473
TYR473
DRGD
DRGD

oG
NE2
NE2
OH
NE2
NE2
N
OH
OH
OH

OAW
OAW

DRGC representa o LDT11 na RH3 do LBP e o DRGD na RH12.

OAX e OAY séo os oxigénios que compde a carboxila, e OAW a hidroxila do LDT11.

RH12

Aceptor

DRGD
DRGD
DRGD
DRGD
DRGD
DRGD
DRGD
DRGD
DRGD
DRGD

LEU469
GLN470

OAY
OAX
OAY
OAX
OAX
OAY
OAW
OAX
OAY
OAW

OE1

0.5
0.3
5.3
0.2
69
281
5.1
47.5
57.6
0.2
1.9
1.7

Tempo (%)

Tabela 9- Tempo de existéncia das ligagdes de hidrogénio na MD com LDT11 posicionado
na RH3 e RH12 no tempo de 5 a 50 ns.

Doador
LYS265
LYS265
LYS265

ARG288
ARG288
ARG288
ARG288
ARG288
ARG288
ARG288
ARG288
ARG288
SER342
SER342
SER342
SER342
GLU343
GLU343
DRGC
DRGC

Notas:

NZ
NZ
NE
NE
NE
NH1
NH1
NH1
NH2
NH2
NH2

oG
oG

OAW
OAW

RH3

Aceptor
DRGC

DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
DRGC
GLU291
GLU291

OAX
OAY
OAW
OAX
OAY
OAW
OAX
OAY
OAW
OAX
OAY
OAW
OAX
OAY
OAX
OAY
OAX
OAY
OE1

OE2

Tempo (%)
6.3
0.08
4.7
0.02
129
5.7
0.02
04
6.6
0.1
1.7
1.8
9.4
74.3
35
0.1
80.1
1.5
58.5
51.9

Doador
GLN286
SER289
SER289

HIS323
HIS323
TYR327
HIS449
HIS449
LYS457
HIS466
GLN470
TYR473
TYRA473
TYRA473

DRGD
DRGD
DRGD

NE2
oG
oG

NE2

NE2
OH

NE2

NE2
NZ

N

NE2
OH
OH
OH

OAW
OAW
OAW

DRGC representa o LDT11 na RH3 do LBP e a DRGD na RH12.

OAX e OAY sao os oxigénios que compde a carboxila, e OAW a hidroxila do LDT11.

Algumas figuras das interagbes em alguns tempos especificos

RH12

Aceptor

DRGD
DRGD
DRGD
DRGD
DRGD
DRGD
DRGD
DRGD
DRGD
DRGD
DRGD
DRGD
DRGD
DRGD

GLN286
SER289
LEU469

Tempo (%)
OAW 17.7
OAX 81.3
OAY 0.4
OAX 0.02
OAY 0.02
OAY 0.9
OAX 5.5
OAY 24.9
OAW 0.02
OAW 0.2
OAW 0.1
OAX 225
OAY 63.7
OAW 0.1
OE1 2.7
oG 0.04
o 0.04
podem ser

observados na figura 46. Nos primeiros 5 ns as interagdes ocorrem com a His449 e
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Tyrd73 simultaneamente. Apés isso, reduziu-se as interagdes com His449 e aumentou-se

a quantidade de ligagdes com a Ser289 de forma bastante significativa.
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Figura 46- Interacdes entre o LDT11 e a PPARy durante a MD, com a RH3 e RH12
ocupadas, nos tempos de (A) 1 ns (B) 2 ns (C) 3 ns (D) 3,5 ns (E) 25 ns (F) 35 ns (G) 40
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ns (H) 45 ns. As distancias entre os atomos pesados (A) das ligagdes de hidrogénio s&o

mostrados em preto.

5.3. Expressao heteréloga e purificagao da proteina

O dominio LBD proteina PPARYy apresentou expressao nas variadas cepas de E.
coli. Primeiramente, a BL21(DE3) apresentou expressédo significativa seis horas apos a
indugdo com 1 mM de IPTG, neste experimento testou-se duas coldnias transformadas
tanto a 28°C quanto a 37°C, como pode ser observado na figura 47A. Esse mesmo
padrdao também foi observado nas cepas BL21(DE3) pLysE (figura 47B) e BL21(DE3C)
pLysS (figura 47C), todavia as bandas nestas cepas se apresentaram menores que na

primeira.
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Figura 47- Gel SDS-PAGE 12% da expressao da PPARy (LBD) a 28°C e 37°C com a cepa
(A) BL21(DE3) (B) BL21(DE3) pLyskE e (C) BL21(DE3) pLysS. C1 e C2 referisse a duas
colonias escolhidas na etapa da transformacdo. O P.. esta relacionado ao padrao de
expressdo da célula antes da indugdo com IPTG. O Ref sdo proteinas de tamanho
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conhecido usados como padrao: albumina bovina (66 kDa) e anidrase carbdnica (29 kDa).
A seta vermelha indica a posicdo da banda da aproximada da proteina no gel

(aproximadamente 30 kDa).

Apods a confirmacao da expressao foi realizado testes de solubilidade da proteina
expressao nas diversas cepas. Observou-se que a grande maioria da proteina expressa
nas trés cepas a 37°C nao estavam soluveis, estas se apresentaram em corpos de
inclusdo. Todavia, na expressdo a 28°C observou-se no gel que uma parcela da
expressao podia ser encontrada na forma soluvel, nessa temperatura a BL21(DE3) pLysS
foi a que apresentou banda mais significativa nessa fragdo, as demais apresentaram

bandas menores, essa diferenga pode ser vista na figura 48.
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Figura 48- Gel SDS-PAGE 12% do teste de solubilidade da PPARy (LBD). DE3 referisse a
cepa BL21(DE3), PE BL21(DE3) pLysE e PS BL21(DE3) pLysS. S28 indica o pogo onde
foi aplicada a fragao soluvel a 28°C, P37 a insoluvel a 37°C e S37 a soluvel a 37°C. A seta

vermelha indica a posi¢cao da banda da aproximada da proteina no gel (aproximadamente
30 kDa).

Tentando obter um maior padrdo de expressdo na fragdo soluvel das cepas
BL21(DE3) e BL21(DE3) pLysE realizou-se expressdo em temperaturas mais baixas, a

19°C e a 25°C. Além disso, variando a concentracao de IPTG na temperatura mais baixa.
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Todavia, a 19°C as bandas de expressdao se mostraram muito delgadas ou até
inexistentes e a variagdo da quantidade de IPTG nessa temperatura ndo se mostrou

também eficiente na modulagéo da expresséo, isso ocorreu para as duas cepas (figura
49).
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Figura 49- Gel SDS-PAGE 12% da expressao e teste de solubilidade da PPARYy (LBD) a
19°C com a cepa (A) BL21(DE3) e a (B) BL21(DE3) pLysE. O P.. esta relacionado ao
padrao de expresséo da célula antes da indugdo com IPTG e ON (overnight) 16 horas
apos a indugao. O P referisse a fragao insoluvel e 0 S a soluvel. A seta vermelha indica a

posi¢cao da banda da aproximada da proteina no gel (aproximadamente 30kDa).
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A 25°C, todavia, tanto para BL21(DE3) quanto para BL21(DE3) pLysE as bandas
apresentadas na fragao soluvel se mostraram maiores, esse padrao pode ser observado

na figura 50.
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Figura 50- Gel SDS-PAGE 12% da expresséo e teste de solubilidade da PPARy (LBD)
com as cepas BL21(DE3), no gel indicada por DE3, e BL21(DE3) pLysE, PE, a 25°C. ON
(overnight) esta relacionado ao padrao de expressao da célula 16 horas apds a indugao.
O P referisse a fragao insoluvel e o S a soluvel. A seta vermelha indica a posicdo da

banda da aproximada da proteina no gel (aproximadamente 30 kDa).

Foi realizado um teste de purificacdo da expressédo da BL21(DE3) pLysS a 28°C. A
fracdo soluvel, apdés ficar armazenada a —-2°C durante vinte e quatro horas, foi
centrifugada e a fracdo apresentou uma significativa quantidade de proteina na fragao
insoluvel. O soluvel foi levado a cromatografia de afinidade metalica a niquel com objetivo
de purificar proteinas com cauda de histidina. Quando a amostra foi injetada percebeu-se
que uma parte da proteina heterdloga n&o se ligou a coluna, pois elas apareceram no gel
juntamente com a fragdo ndo adsorvida. Além disso, um pouco da amostra apareceu no
pellet da etapa de centrifugacdo antes da injecdo na coluna. As amostras adsorvidas
foram eluidas da coluna com uma lavagem contendo 250 mM de imidazol e nao
apareceram tragcos da proteina em lavagens anteriores. Mas na purificagcdo foram

observados trés picos pequenos na mesma concentragdo de tampao de elui¢do, sendo
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que todos pareceram apresentar a proteina heteréloga. O gel desta etapa pode ser visto

na figura 51.
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Figura 51- Purificagdo da PPARy (LBD). Cent se refere ao pellet formado apds
centrifugagcéo antes da injecdo na coluna. FT1 e FT2 indicam o flow through coletado em
dois momentos. O L1 referesse a primeira lavagem, onde foi passado na coluna tampao
fosfato com 50 mM de imidazol. O P1, P2 e P3 representa os trés picos coletados com a
passagem de tampao fosfato com 250 mM de imidazol. A seta vermelha indica a posi¢cao
da banda aproximada da proteina no gel (aproximadamente 30 kDa).
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6. DISCUSSAO

No docking p6de-se observar em geral a interagdo em trés tipos de posi¢des, duas
na regidao RH3 (hélice 3 e fitas ), compreendendo alguns aminoacidos do brago dois e
trés da proteina, sendo uma com ligagbes de hidrogénio com a Arg288 e outra com a
Arg280 (residuo voltado para o exterior da proteina). A terceira posicdo € na RH12 no
brago um, tendo como residuos importantes para a interacdo, Ser289, His323, His449 e
Tyrd73. No docking rigido os ligantes LDT11, LDT13, LDT208, LDT380 e LDT383
apresentaram interacdo em todas estas trés posi¢cdes, o LDT15 nao foi encontrado
realizando interagdes polares com a Arg280, na segunda posigcao, e o LDT28, LDT29 e
LDT30 n&o interagiram com a RH12.

A interacdo na regiao RH12 com a His323, His449 e Tyr473 é feita por moléculas
consideradas agonistas totais, que diretamente estabilizam a H12, ocupando
principalmente o brago um e parcialmente o dois e trés, assim levando a grandes indices
de transativagdo da PPARy (GARCIA-VALLVE et al., 2015; NETTLES, 2008). Além disso,
alguns agonistas parciais também interagem nessa regido, mas o fazem de forma fraca,
por meio de ligagdes de hidrogénio mais longas e com menos residuos (KROKER,;
BRUNING, 2015). Acidos graxos, por sua vez, também apresentam interacdo com os
residuos supracitados, além da Ser289, através do seu grupo carboxilico (ITOH et al.,
2008).

Entre os ligantes que foram testados o LDT15, 28, 29 e 208 ndo apresentam o
grupo carboxila em sua composi¢céo, e no primeiro tipo de docking nem o LDT28 e nem
29 apresentaram interagdes na RH12. Este grupo funcional também se mostra importante
para interagdo nessa regido para outros ligantes, como o indeglitazar, um pan-agonista
(interage com todas as PPAR, de modo parcial com PPARy, mas total com o PPARa)
(ARTIS et al., 2009; CHESSARI; WOODHEAD, 2009), e o agonista total chamado S-(1)
(MONTANARI et al., 2008). Esses dados podem indicar esta parte da molécula como uma
peca chave para a interagcdo com a AF-2 do receptor.

A importancia desse grupamento para a interagao também foi corroborado na MD,
pois este foi responsavel pelos maiores tempos de ligagao de hidrogénio entre LDT11 e o
receptor. A carboxila interagiu neste experimento, na RH12, principalmente com os
residuos Ser289, His449 e Tyrd73. A interagdo com estes residuos é observada em
ligantes tipo acidos graxos como 9-HODE, este também apresenta contatos com a

His323, o que também foi observado no presente ligante mas durante um tempo
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insignificante da dindmica. Outros acidos graxos que também interagem com os residuos
supracitados sdo o 5-HEPA, 4-HDHA, 4-oxoDHA e 6-oxoOTE (nestes ultimos casos
interacbes com a Ser289 nao foram observadas) (ITOH et al., 2008).

O LDT11 apresenta uma interagdo um pouco diferenciada no docking rigido, ndo
interagindo com a His449, todavia, apresenta interacbes com a Tyr327. Este residuo
juntamente com a His323, His449 e Tyr473 esta relacionado a contatos com moléculas do
tipo agonistas totais, por exemplo todos estes interagem com a rosiglitazona, e além
disso, este € um dos residuos que esta em posigédo de interagir com a Tyr4d73 da H12 e
auxiliar na estabilizacdo da AF-2 (GUASCH et al., 2012). Todavia, alguns agonistas
parciais tem apresentado interacdo com a Tyr327, por exemplo, o indeglitazar e
GSK1997132, ambos ligantes reduzem as ligagdes de hidrogénio que estabilizam a H12
(ARTIS et al., 2009; SIME et al., 2011). Estruturas de acidos graxos oxidados, como o 5-
HEPA e o 4-oxoDHA, também s&o vistos na literatura interagindo com este residuo
realizando ligagbes com o grupo hidroxila da Tyr327, sendo importante também para
determinar a especificidade da interacao ligante e receptor em mecanismos de ligagcao
covalente de alguns acidos graxos oxidados (ITOH et al., 2008). Todavia, na MD, essa
ligacdo entre o LDT11 e a Tyr327 ocorreu por um tempo bastante curto, o que indica que
esta poderia ndo ser de grande relevancia para a interagao.

Quanto a estabilizagdo da H12 foi observada algumas diferengas entre os valores
de RMSD dos experimentos de MD. A proteina sem ligante no LBP rapidamente atingiu
valores de 4 A e se manteve constante até o final do experimento nesse patamar mais
alto. Isso ocorreu conforme ao esperado, pois € observado na literatura que esta hélice
apresenta maior mobilidade que o restante da proteina em proteinas sem ligante
(KALLENBERGER et al., 2003).

Os dois experimentos com um ligante s, na RH3 ou na RH12, mantiveram a H12
com uma movimentagao menor até proximo dos 15 ns, apds isso alcangaram 0os mesmos
numeros da apo-PPARy. Em se tratando do experimento com o ligantes na RH3, apesar
de nao ocorrer interagdes diretas com a H12, alguns agonistas parciais realizam
estabilizagdes parciais por contatos indiretos mediados por moléculas de agua, por
exemplo (DELFOSSE et al., 2014). Sendo assim, esperava-se valores de RMSD menores
de 4 A para essa regido devido a uma possivel estabilizacdo parcial, apesar de que
alguns artigos mostram que certos agonistas parciais podem nédo estabilizar esta hélice
(GARCIA-VALLVE et al., 2015).

Todavia, a H12 com o LDT11 na regidao RH12 apresentar o mesmo comportamento
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que o ligante na RH3 foi contrario ao que se supunha inicialmente, mesmo com dados
mostrando que o movimento da H12 ndo € tdo grande quanto era previsto pelo
mecanismo de ratoeira, onde ha um destacamento dessa hélice do corpo da proteina, e
estruturas apo com o posicionamento da H12 similar ao da holo (UPPENBERG et al.,
1998), observa-se uma maior motilidade da hélice em questdo na auséncia de ligantes
(BATISTA; MARTINEZ, 2013). Mas, um dos fatores que pode ajudar a entender esse
comportamento é o fato do aumento do RMSD da H12 coincidir com a diminuicdo do
RMSD da cabeca do ligante, onde observou-se menos tempo de ligagdes de hidrogénio
com a Tyrd73, que esta presente nessa hélice, ou seja, 0 aumento da motilidade da AF-2
poderia ter como um dos fatores uma diminui¢do das interacbes do LDT11 com os
residuos da H12.

Quando realizou-se a MD com duas moléculas do ligante interagindo nos dois
sitios, o RMSD da H12 se manteve praticamente constante em um valor abaixo dos
demais. Isso ocorreu conforme o esperado, pois a interagdo do LDT11 na RH12 deveria
levar a uma estabilizacdo de mesma, onde interagbées com agonistas deveriam reduzir a
mobilidade da hélice (KALLENBERGER et al., 2003). Neste caso, a variagdo do RMSD da
cabeca do ligante ndo pareceu interferir no RMSD da H12, isso pode estar relacionado ao
fato de nao haver ocorrido diminuigdo no tempo de interagdo com a Tyr473 na AF-2. Outro
fator a ser considerado € a presenga do ligante na RH3 que deve ajudar a estabilizar a
outra molécula na RH12. Mas, apesar dessa ideia ser intuitiva, ndo houve variagdes no
RMSD do ligante total ao se comparar com a dindmica do LDT11 na RH12, sozinho no
LBP, ambos se mantiveram entre 0,15 e 0,2 nm, sendo que no inicio o ligante sozinho
apresenta valores até mesmo menores. Outra possibilidade é que a presencga do ligante
em RH3 estabilize de forma indireta a H12 sem estabilizar o ligante presente em RH12.

A variagdo do RMSD da cabega do ligante, onde se encontra os grupamentos
polares da molécula, parece ter ocorrido por motivos diferentes. No experimentos com
dois ligantes no LBP, nos primeiros 5 ns as interagdes com a Ser289 ocorreram em
praticamente 0,6% do tempo, no momento em que houve o aumento do RMSD, que se
manteve constante até o final do experimento, os contatos com o residuo em questao
aumentaram para mais de 81%, levando a uma reducéo de quase 60% com a His449.
Sendo assim, a primeira posigao (His449 e Tyr473) de interagcao parece deixar a cabeca
do ligante mais estavel, com menor RMSD.

No caso do LDT11 somente na RH12 a diminuigdo do contato com a Tyr473 e o

aumento das ligacbes com His449 levam a uma diminuicdo do RMSD da cabeca do
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ligante. Isso pode ocorrer pois o tempo de interacdo com os trés residuos, Ser289, His449
e Tyr473, simultaneamente, aumentou. Entdo, a soma das varias ligacdes de hidrogénio
ao longo do tempo podem levar a uma motilidade menor dessa regiao do ligante.

Todavia, quanto as analises de RMSF ndo se observou alteragdes significativas
nos diferentes tipos de dinamica, até mesmo a H12 que apresentou diferencas nos
valores de RMSD com e sem ligante nao foi vista alteragdo nesta analise. Em geral é
possivel perceber um menor valor de flutuacao das fitas f em comparagdo com as hélices
3 e 12. Além disso, os vales, menor valor de flutuagdo, entre os residuos 385 a 390
(hélice 8) e 413 a 417 (hélice 9), estédo localizados numa regido que ndo compreende o
LBP, empacotadas entre outras hélices (NOLTE et al., 1998), o que explica a flutuagao
menor em todos os experimentos de dindmica. Os picos, por sua vez, se encontram em
torno dos residuos 240, 272, 336 e 427, nos quais todos se encontram em regido de loop,
que apresentam maior flutuacdo do que as estruturas secundarias. Todavia, ndo se
esperava um valor tdo alto em torno da Ser273 nos experimentos com ligantes
interagindo na RH3, pois estes deveriam diminuir a dinamica dessa regido, ou seja,
estabilizar essa regido (GARCIA-VALLVE et al., 2015).

A regido RH3, apresentou duas poses de docking principais. Na primeira os grupos
polares na cabega do ligante realizavam interagdes com a Arg288 e outros residuos
proximos, como a Glu291 e Glu343. Esta arginina tem sido vista como importante para os
agonistas parciais, realizando interagdes eletrostaticas, hidrofébicas ou de van der Waals
com essas moléculas, por exemplo, agonistas como a amorfrutin 1 interagiram com a
cadeia lateral através de pontes salinas (WEIDNER et al., 2012), e em amorfrutin 2, uma
rede de ligacbes de hidrogénio com moléculas de agua media essa interacdo, além de
contatos hidrofobicos entre este ligante e atomos de carbono da cadeia lateral deste
residuo (GROOT, DE et al., 2013). Além disso, as estruturas baseadas em indoles
realizam interacdes hidrofébicas e de van der Waals com esta arginina (KROKER,;
BRUNING, 2015). Quanto aos acidos graxos, podemos citar o acido miristico, que
apresenta uma cadeia longa, que realiza pontes salinas com a Arg288 (PUHL et al.,
2012).

Todos os ligantes do presente trabalho apresentaram interagdo nessa regiao, nos
dois tipos de docking realizados, sendo esta regido ligada a moléculas com agonismo
parcial indicando assim que os ligantes em questdo poderiam atuar como agonistas
parciais de PPARYy. Especificamente, nos experimentos com docking flexivel, dos 9

ligantes testados em duplicata com o sitio vazio ou com RH12 ocupado, apenas 7 casos
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se ligaram em regides distintas de RH3, enquanto 29 foram observadas em RH3.

Essa ideia € corroborada pelos experimentos de MD onde as ligagbes de
hidrogénio com a Arg288 foram mantidas durante longos tempos. No caso do ligante
sozinho na RH3 durante todo o tempo da dindmica e juntamente com a outra molécula na
RH12 durante mais de 30%.

Outros residuos deste sitio também apresentaram longos tempos de duragdo em
se tratando de ligagdes de hidrogénio, como exemplo podemos citar o Glu291 e o Glu343.
Ambos tem sido mostrados como residuos de grande significancia para a interagao nessa
regidao (NETTLES, 2008). Além disso, a interacdo da carboxila da cadeia lateral do Glu291
com a hidroxila do LDT11 pode ter sido importante para os valores menores de RMSD da
cabeca desse ligante em comparagao aos que estavam localizados na RH12, pois nestes,
esse grupamento apresentou pouco tempo de interagéo.

Na segunda pose a cabega com os grupos polares do ligante interagem com a
Arg280 (H3), este residuo se encontra na parte externa, ou com o Glu259 (H2"), presente
no braco dois, todavia a cauda faz interagdes hidrofébicas principalmente no brago dois.
O composto 23, derivado de Cercosporamides, um agonista parcial realiza interagbes
eletrostaticas com a Arg280 (FURUKAWA et al., 2010; KROKER; BRUNING, 2015).
Quanto a Glu259, outros agonistas parciais (nTZDpa e BVT.13) que fazem interagdes
bem profundas no brago dois apresentam contatos hidrofobicos nessas regides, inclusive
com a Arg280 (BRUNING et al., 2007). Todavia, apesar de somente o LDT15 néo ter feito
interagdo nessa regido no docking rigido, quando se permitiu que algumas das cadeias
laterais no LBP se tornassem flexiveis somente o LDT29 e o 380 ainda realizaram
interacbes polares nessas regides, adicionando-se o fato destas poses ndo serem
comuns entre agonistas de PPARYy, sendo assim parece indicar que essas sao posi¢coes
possiveis mas ndo as mais energeticamente favoraveis para a maioria dos ligantes. Isso
também pode ser visto pela média das afinidades dos ligantes quando interagiam nessa
regido no docking rigido, em torno de 6.28 (somente o LDT15 dentre os valores usados
para calcular essa média ndo apresentou contatos nessa posigao), bem inferior as demais
médias, onde ndo haviam casos de contatos nessa regiao.

As caudas hidrofébicas das moléculas interagindo na RH3 sido de extrema
importancia. Interagdes hidrofébicas no bragco dois sdo de grande importancia devido a
estabilizacdo das fitas B e de regides da H3. Temos como exemplo o SR2067, esta
molécula apresenta um grupo naftaleno que interage por meio de contatos hidrofébicos e

de van der Waals com a cadeia lateral de alguns residuos como lle341 e Met348, nas fitas
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B, e a lle281 e Cys285, na H3 (MARREWIJK, VAN et al., 2016). Outro agonista parcial € o
SPPARYM2, esta molécula faz ligagdes de hidrogénio com a amina da cadeia principal da
Ser342, além de interagcbes hidrofébicas com Arg288, Leu330, Leu333, lle341, entre
outras (EINSTEIN et al., 2008). Os MCFA realizaram importantes interacdes hidrofébicas,
duas moléculas simultaneamente apresentavam contatos com Cys285, [1e296, Met329,
Leu330, lle341, e além de interagdes entre seu grupo carboxilico e a Arg288. Esses
contatos se mostraram presentes em todos os ligantes, mostrando que essas caudas
lipofilicas poderiam ajudar na estabilizagao das fitas 3 e de regides da H3 (LIBERATO et
al., 2012).

Isto parece estar sendo corroborado pelos experimentos de MD, onde ligagbes de
hidrogénio com a Ser342 estavam presentes em mais de 50% do tempo nos
experimentos com o ligante na RH3. Esta poderia estar relacionada a inibicdo da
fosforilagdo da Ser273 e/ou interagdo com diferentes coreguladores por uma superficie de
contato diferenciada (KLEIN et al., 2005; LIBERATO et al., 2012). Todavia as analises de
RMSD dessas regides durante as diversas dindmicas nao mostraram diferencas
significativas na mobilidade das fitas e apresentaram uma movimentagdo maior da H3
quando interagindo com o LDT11 na RH3, o que ocorreu de forma néo esperada. Mas os
valores foram mais baixos quando os dois ligantes estavam presentes.

Outro fato importante de ser analisado sdo algumas posigdes encontradas em
alguns docking flexiveis que se mostram inesperadas. Primeiramente, o LDT29 e 208
apresentaram posi¢cées onde os grupos polares apresentavam interagdo com a Arg288,
mas a cauda se voltava para dentro do brago um. Apesar de existirem residuos
hidrofdbicos naquela regido, como: Phe282, lle326, Phe363,Leu453 e Leud469, essa nao
parece ser a pose mais termodinamicamente favoravel, devido ao brago dois apresentar-
se altamente hidrofébico. Além disso, essa pose poderia ter sérias implicagcbes para o
recrutamento dos correguladores devido a nao estabilizacdo das fitas e da H12.

Outra posi¢ao que deve ser discutida foi observada nos ligantes LDT13, 208, 380 e
383, onde a cauda lipofilica se voltava para regides mais profundas do brago um, em vez
de se direcionar para entrada ou braco dois, realizando contatos hidrofébicos com a
Leud53 e Leud65, e se dirigindo ao exterior por um espacgo entre a H12 e o corpo da
proteina. Podemos ver na literatura que os MCFA, com uma cauda de nove carbonos, e
os DA, dez carbonos, se posicionaram dentro deste brago em um estreito bolso localizado
entre a H3 e H7, interagindo com a lle281, Phe282, Leu353, Phe363, Met364 e Leu453.

Diferentemente, os ligantes do presente trabalho adotaram uma conformagao onde as
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caudas ndo se dirigiam para esse bolso e sim para o lado externo. Essa posi¢cédo também
parece nao favoravel, podendo ter ocorrido devido ao tipo de docking que nao considera
as moléculas do solvente. Além disso, foi levantado pelos autores dos artigos que acidos
graxos maiores possivelmente seriam incapazes de adotar essa conformagao devido ao
tamanho do bolso, sendo assim, como os ligantes em questdo apresentam caudas com
quinze carbonos esta n&do parece uma pose ideal (LIBERATO et al., 2012; MALAPAKA et
al., 2012). DM com estes ligantes e envolvendo moléculas de agua podem trazer novas
informacdes sobre estes posicionamentos ndo esperados.

Colaboradores realizaram diversos experimentos in vitro com objetivo de observar
a agao dos ligantes aqui estudados em células de tumor de mama (MCF-7 e MDA MB-
231). O LDT11, 13, 380 e 383 apresentaram diversos resultados positivos como: redugao
da viabilidade celular e proliferacdo, aumento da apoptose e fragmentagdo nuclear,
reducdo da migracao celular, entre outros resultados. Todavia, os demais ligantes nao
apresentaram esses bons resultados (SAMPAIO, 2015).

Entretanto, nos resultados obtidos no presente trabalho, observa-se que todas as
moléculas, nos dois tipos de docking, conseguiram interagir em ambas as regides, RH3 e
RH12, dessa forma, inicialmente, parece que os resultados aqui ndao corroboram os
obtidos in vitro. Mas, uma possibilidade € que os ligantes que atuaram eficazmente sejam
agonistas de PPARy e consigam estabilizar a H12 melhor que os demais que nao
apresentaram resultados positivos. Essa melhor estabilizagdo pode estar relacionada com
o0 numero de ligagdes de hidrogénio com a RH12, o que poderia deixar o ligante mais
estavel na regido e em consequéncia estabilizar mais fortemente a AF-2. O LDT11
apresentou cinco interagées com quatro residuos diferentes no docking rigido, o LDT13
quatro com quatro residuos, o LDT380 quatro com trés residuos e o LDT383 cinco com
cinco residuos. As moléculas que nao apresentaram resultados significativos, por sua vez,
obtiveram so6 seguintes numeros: LDT15 trés com trés residuos, o LDT28 uma com um
residuo, o LDT29 duas com dois residuos e o LDT30 trés com dois residuos. Somente o
LDT208 que nao se enquadra na referida hipotese, realizando quatro interagdes com
quatro residuos. Todavia, essa ideia necessita de estudos mais aprofundados.

Ainda sobre as ligagbes a regiao RH12, os ligantes apresentaram diversas
interagdbes com residuos dessa regidao, os mesmos realizados por ligantes do tipo
agonista total, sendo assim porque esta poderia apresentar agonismo parcial? Na
literatura podemos observar, através de experimentos de HDX, que acidos graxos, como

o DA, nao apresentou as mesmas capacidades de agonistas totais, como a rosiglitazona,
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de estabilizar a H12 (MALAPAKA et al., 2012). Além disso, MCFA apresentaram menor
capacidade de induzir a transcricao do que a rosiglitazona, todavia a mesma capacidade
de inibir a fosforilacdo por cdk5 (LIBERATO et al., 2012). Um dos motivos para isso pode
ser a distdncia e angulacdo das ligacbes de hidrogénio, um agonista total de PPARYy,
como a rosiglitazona, apresenta distancias de 2,6 A com a Tyr473, 2,7 A com a His449 e
2,9 A com a His323 (KROKER; BRUNING, 2015), entretanto os ligantes como a LDT13
apresentam distancias de 3,0 A, 3,0 A e 31 A para os mesmos residuos,
respectivamente. Os demais ligantes que apresentaram bons resultados nos testes in
vitro apresentaram o mesmo padrdo, somente o LDT11, que apesar de interagir mais
proximo da Tyrd473, apresenta interagbes mais distantes com os demais residuos. As
interacdes de Van der Waals devem podem possuir grande importancia na definicdo mais
precisa do grau de ativagdo da PPARy. As sutilezas do nivel de agdo desta proteina
parecem ser definidos com pequenas variagbes que podem ser originadas nas baixas
energias de interacao presentes naquelas classificadas como Van der Waals.

Em relacdo a expressao heterdloga do dominio LBD da PPARYy, observou-se que
em todas as cepas de E. coli testadas na otimizacdo da expressido da presente proteina
nenhuma expressou a proteina soluvel em grandes quantidades na temperatura de 37°C.
Todavia, observa-se casos da expressao dessa proteina nessa temperatura, mas
utilizando-se 0,2 mM de IPTG e a proteina foi expressa por somente trés horas (KLEIN et
al., 2005).

Esse problema ocorre devido ao dobramento incorreto de proteinas heterdlogas,
este erro conduz a interagdes entre essas proteinas em regides expostas formando um
agregado insoluvel, também chamado de corpo de inclusdo. Temperaturas menores
apresentam a formacgao de corpos de inclusdo de tamanhos menores, que se solubilizam
mais facilmente, menos estaveis, ou seja, a temperatura esta diretamente relacionada
com a formagao de corpos de inclusdo (GROOT, DE; VENTURA, 2006). Além disso, uma
rapida producdo proteica pode exceder a capacidade celular de dobrar a proteina
corretamente (HOFFMANN et al., 2004).

Sendo assim, é observavel nos resultados do presente trabalho que temperaturas
maiores conduziam a expressdes mais significativas da proteina, mas também um maior
numero de proteinas insoluveis. Redu¢des de temperatura, de 37° para 28°C em algumas
cepas e 25°C em outras, pareceram aumentar significativamente o nivel de proteina
soluvel. Todavia, expressbes a 19°C nado apresentaram quantidade significativa de

proteina, o que parece ir de encontro ao observado na literatura, onde a PPARy é
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expressa nessas condigbes (PUHL et al., 2012).

Quanto ao uso de diferentes concentragdes de IPTG, menores concentragoes
deste composto tem sido relacionadas a formagao de corpos de inclusdo com tamanhos
menores (SRIUBOLMAS et al., 1997). No presente trabalho a redugdo das concentragdes
de IPTG nado pareceram apresentar o efeito desejado, todavia € necessario concluir a
otimizagdo da expressdao também em temperaturas maiores, pois como visto
anteriormente (KLEIN et al.,, 2005) a reducdo nas quantidades de IPTG e tempo de
expressao apresentaram producao de PPARYy soluvel.

Em se tratando da purificagdo desta proteina, esta ja é bastante detalhada na
literatura, dessa forma esperava-se que a PPARYy fosse eluida até 300 mM de imidazol
(PUHL et al., 2012), e como previsto esta apresentou pico de concentragao de proteina na
lavagem de 250 mM, mas em vez de um trés picos foram observados. Todavia, uma
porcentagem significativa da proteina também ndo se ligou a coluna, saindo na porgéao
nao adsorvida. Apesar disso, foi observado uma banda no tamanho esperado da proteina
no gel SDS-PAGE 12% nas colunas referentes aos trés picos, o que indica a purificagao
da proteina em questdo, mas em relacdo ao multiplos picos ndo foram encontradas na
literatura resultados semelhantes. Todavia, € necessaria a otimizagcdo dessa etapa e

realizacao de testes de purificacdo dessa proteina.

120



7. CONCLUSAO

O presente trabalho conclui que todos os ligantes em questdo parecem se
apresentar como agonistas parciais de PPARYy, estabilizando regides da H3 e das fitas j3,
sendo esta possivelmente a posicao preferencial de interagdo dessas moléculas
derivadas de acido anacardico. Todos também parecem apresentar a capacidade de
interagirem no bragco um da LBD, todavia os ligantes LDT11, 13, 208, 380 e 383, em
alguns experimentos de docking, mostraram a capacidade de formar maior numero de
ligacbes de hidrogénio nessa regido, o que pode indicar uma capacidade maior de
estabiliza-la. Isto pode auxiliar no entendimento dos melhores resultados dos testes in
vitro de alguns desses ligantes. Além disso, a maior distdncia entre as ligagbes de
hidrogénio dos ligantes em questdo em comparagdo com moléculas agonistas totais
(KROKER; BRUNING, 2015) podem indicar uma menor estabilizagdo da H12, o que pode
levar ao pensamento de que essas moléculas seriam agonistas parciais com menor
capacidade de transativagao e, em consequéncia, menor expressao dos genes alvos.

As analises do RMSD nos experimentos de MD indicaram que a interacdo do
LDT11 na RH12, com a Tyr473 em especial, mas auxiliados por contatos com Ser289 e
His449, parece conduzir a estabilizagdo dessa hélice, o que pode levar a um aumento da
interacdo com coativadores e consequentemente a transativacdo dos genes alvo. Por
essa mesma analise aplicada ao ligante LDT11, observa-se uma mobilidade menor da
cabeca polar (anel benzénico, mais hidroxila e carboxila), possivelmente devido ao
nuamero de ligacbes de hidrogénio realizadas, e significativamente maior da cauda
hidrofébica com quinze carbonos. Além disso, as ligagdes de hidrogénio durante um longo
periodo de tempo com importantes residuos do brago dois como a Ser342 e contatos
hidrofobicos como a lle341, indicam que estes ligantes podem estar relacionados com
estabilizagao das fitas B e possivel inibicdo da fosforilagdo da Ser273.

A regido LBD da PPARYy foi expressa em grande porcentagem soluvel nas cepas
de E. coli BL21 (DE3) e BL21 (DE3) pLysE a 25°C e na BL21 (DE3) pLysS a 28°C.
Quanto a purificagéo, a proteina foi eluida a 250 mM de imidazol apds diversas lavagens.

Todavia, s&o necessarios mais experimentos que corroborem muitos dos dados

levantados no presente trabalho.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

1.

Realizar um experimento de dindmica molecular com o tempo maior (200
ns) da apo-estrutura, com o objetivo de selecionar diferentes conformacgdes
da proteina em diferentes tempos. Essas serao utilizadas como alvos em
novas analises de docking com maior numero de repetigcbes, usando os
variados ligantes, para obtencdo de poses estatisticamente mais
fundamentadas.

Parametrizacdo de ligantes para aumento da confiabilidade dos resultados
de MD e aumento do tempo do experimento.

Otimizacao da expressao do dominio LBD da PPARYy, testando a expressao
da regido LBD da PPARy em diferentes temperaturas (19°C, 25°C, 28°C e
37°C), concentragdes de IPTG (0.2 mM, 0.5 MM e 1.0 mM), tempo de
expressao (3 h, 6 h e 16 h) e outras cepas de E. coli (Lemo21 e Rosetta).
Co-cristalizacdo da proteina em interacdo com os derivados do acido
anacardico conforme metodologia anteriormente descrita (HEPES 100 mM,
pH 7.0 e citrato de sédio 1.3 M) (PUHL et al., 2012). Seguidamente, difragao
dos cristais e resolugdo da estrutura tridimensional por substituicdo

molecular (MR).
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