
 
 

 
 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 

INSTITUTO DE BIOLOGIA 

 

 

 

NATHALIA DE CARVALHO INDOLFO 

 

 

 

INTERAÇÕES ENTRE O RECEPTOR ATIVADOR DA 

PROLIFERAÇÃO DE PEROXISSOMOS GAMA (PPAR) E OUTRAS 

PROTEÍNAS CELULARES  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAMPINAS 

2016 



 
 

 
 

 

NATHALIA DE CARVALHO INDOLFO 

 

 

 

 

INTERAÇÕES ENTRE O RECEPTOR ATIVADOR DA 

PROLIFERAÇÃO DE PEROXISSOMOS GAMA (PPAR) E OUTRAS 

PROTEÍNAS CELULARES  

 

 

 

                   

 

 

 

 

 

 

 

 

Orientadora: Dra. Ana Carolina Migliorini Figueira 

CAMPINAS 

2016 

ESTE ARQUIVO DIGITAL CORRESPONDE 
À VERSÃO FINAL DA DISSSERTAÇÃO 
DEFENDIDA PELA ALUNA NATHALIA DE 
CARVALHO INDOLFO E ORIENTADA 
PELA DRA. ANA CAROLINA MIGLIORINI 
FIGUEIRA. 

Dissertação apresentada ao Instituto 
de Biologia da Universidade Estadual 
de Campinas como parte dos 
requisitos exigidos para a obtenção do 
Título de Mestra em Ciências na Área 
de Fármacos, Medicamentos e 
Insumos para Saúde.  

 



 
 

 
 

 
  



 
 

 
 

 
Campinas, 4 de novembro de 2016. 

 

 

Comissão Examinadora 

Dra. Ana Carolina Migliorini Figueira (Orientadora) 

 

Dr. Leonardo dos Reis Silveira 

 

Dra. Amanda Bernardes Muniz 

 

 
Os membros da Comissão Examinadora acima assinaram a Ata de 

Defesa, que se encontra no processo de vida acadêmica do aluno. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedicatória: 

À minha família, por todo o amor e apoio. 

Pai, mãe e mana: nada disso seria possível sem ter 

vocês sempre ao meu lado. 

“Eu sou forte, poderosa e feliz!” 

Vó Malú 

 



 
 

 
 

Agradecimentos 

À minha orientadora, Dra. Ana Carolina Figueira, pela oportunidade, 
ensinamentos e por me apresentar aos receptores nucleares.  

 
Aos membros da banca examinadora, Dr. Jörg Kobarg, Dr. Leonardo dos Reis 

Silveira e Dra. Amanda Bernardes, por aceitarem o meu convite e pela contribuição na 
correção deste trabalho.  

Às LECas que dividiram comigo todos os dias deste trabalho de mestrado. Muito 
obrigada por toda a ajuda e amizade sempre! Nunca me esquecerei de vocês: Jessie, Ju, 
Tablits, Nat, Linita, Mi, Bia, Scarlet e Helder (que aceitou ser uma leca).  

 
Um agradecimento especial à Jéssica: muito obrigada por me ensinar e inspirar 

tanto, como cientista e como pessoa. Com você aprendi desde como cultivar células de 
mamíferos até como levar a vida de uma forma leve, apesar dos problemas que possam 
aparecer no caminho. Você nem imagina o quanto me ensinou nesses dois anos! Sou muito 
grata por ter sua amizade. 

 
Agradecimento especial também à Tábata e a Natália, pela amizade e pelas 

consultorias astrológicas, capilares e de RH. 
 
Aos colegas e amigos do LNBio que contribuíram de alguma forma para o 

desenvolvimento deste projeto. Em especial, às alunas do grupo PMT Krishina, Luciana, 
Larissa e Carolzinha, por toda a ajuda com a cultura de células de câncer de mama; e ao 
grupo MAS, pela ajuda com espectrometria de massas e western blots. 

À CAPES pelo financiamento do projeto de mestrado e ao CNPEM e ao LNBio 
pelas instalações. 

 
À minha família, por sempre me apoiar e incentivar a seguir em frente. Pai, mãe 

e Bia, obrigada por possibilitarem tudo isso e por serem a minha motivação para dar o meu 
melhor sempre. Sou eternamente grata por dividir a vida com vocês e amo vocês mais que 
tudo. 

À família Carvalho e à família Indolfo por todo o amor.   

Em especial, à memória dos meus avós paternos Mário e Ruth, que sempre me 
incentivaram a estudar tanto: sempre penso em vocês como parte fundamental das minhas 
conquistas e espero poder dar muito orgulho aos dois. Saudades. 

À minha avó Malú, por todo o amor, carinho e conversas maravilhosas. Obrigada 
pelas minhas melhores lembranças da infância e por estar sempre ao meu lado. 

 À Tina, minha segunda mãe, um dos maiores exemplos de pessoa e caráter 
para mim. 

Às minhas amigas Osmenina de Rio Preto por serem as irmãs que eu escolhi 
nessa vida, por todo o amor, amizade e cumplicidade, independente do tempo ou da 
distância.  

                   Às minhas amigas Monize, Denise e Roberta, grandes amigas que a biotec me 
apresentou e que eu levo comigo de São Carlos para a vida. 

                   Ao meu amor Victor, por todo o amor, carinho, amizade e incentivo. Obrigada 
por me mostrar que a vida ao seu lado é melhor ainda. 



 
 

 
 

RESUMO 

O receptor ativador da proliferação de peroxissomos gama (PPAR) é um membro 

da superfamília dos receptores nucleares, cuja atividade é regulada pela ligação 

direta de metabólitos lipídicos, xenobióticos, entre outros ligantes. Este receptor 

nuclear exerce múltiplas funções no metabolismo celular. Trata-se do maior 

regulador da adipogênese, estando também envolvido na sensibilização à insulina, o 

que o torna alvo para o tratamento de diabetes do tipo 2. O PPAR possui efeitos 

anti-inflamatórios e, além disso, está envolvido em processos biológicos intimamente 

relacionados ao câncer. Um melhor entendimento sobre alvos cuja regulação da 

transcrição é feita por este receptor e sobre suas ações não-genômicas tem sido 

uma necessidade para o mapeamento de vias que podem resultar em novos alvos 

para a regulação de diversas patologias. Para isso, neste trabalho foi realizada 

imunoprecipitação (IP) do PPAR, seguida de espectrometria de massas (LC-

MS/MS) visando identificar parceiros de interação deste receptor e buscando 

diferenças nas condições tratada e não tratada com ligante. Foram montadas redes 

de interação nas quais foram evidenciados processos biológicos em que os 

parceiros identificados participam, sendo alguns deles ainda não muito estudados 

para o receptor. Além disso, observou-se que os parceiros de PPAR estão 

localizados em compartimentos celulares nunca antes descritos para este receptor 

nuclear. Foram analisadas as principais doenças nas quais os parceiros de PPAR 

estão envolvidos e as principais vias se mostraram relacionadas ao câncer de 

mama. Neste tipo de câncer, o receptor nuclear tem atividade controversa, atuando 

como supressor de tumor em determinadas condições e favorecendo o 

desenvolvimento tumoral em outras. Desta forma é necessário elucidar os 

mecanismos de ação do PPAR neste tipo de câncer, a fim de esclarecer suas 

funções no desenvolvimento e combate/progressão dessa patologia, o que pode 

resultar em novas estratégias de tratamento desta doença, além de identificar e 

caracterizar possíveis agonistas que sejam efetivos e seguros. Para isso, estudos de 

imunoprecipitação e proteômica também foram realizados em linhagens de câncer 

de mama, a fim de desvendar quais parceiros interagem com o PPAR nestas 

células, de quais vias eles participam e como os moduladores deste receptor podem 

afetar a regulação destas vias. 



 
 

 
 

ABSTRACT 

The peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR) is a member of the 

nuclear receptors superfamily, which activity is regulated by direct ligation of lipid 

metabolites, xenobiotics and other ligands. This nuclear receptor plays many roles in 

the cellular metabolism. It is the main regulator of adipogenesis and is also involved 

in insulin sensitization, which makes it a target to treat type 2 diabetes. PPAR has 

anti-inflammatory effects, besides being involved in biological processes closely 

related to cancer.  A better understanding about targets which regulation of 

transcription is done by this receptor and about its “non-genomic” actions has been a 

need to map pathways that can result in new targets to regulate much pathologies. 

Thus, in this project PPAR’s immunoprecipitation (IP) was performed, followed by 

mass spectrometry (LC-MS/MS) aiming to identify interaction partners of this receptor 

and looking for variations in the conditions treated or non-treated with ligand. 

Interaction networks were built and the biological processes of which the identified 

partners participate were evidenced, and some of them are not very studied for this 

receptor yet. Besides, it was observed that the partners of PPAR are localized in cell 

compartments never before described for this nuclear receptor. The main diseases in 

which the partners of PPAR are involved were analyzed and the main pathways are 

related to breast cancer. In this type of cancer, the nuclear receptor has controversial 

activity, acting as a tumor suppressor in some conditions and favoring tumor growth 

in others. So, it is necessary to elucidate the PPAR’s mechanisms of action in this 

kind of cancer in order to clarify its functions in the development and 

combat/progression of this pathology, which can result in new strategies of treatment 

for this disease, beyond identifying and characterizing possible effective and safety 

agonists. For this, immunoprecipitation and proteomics studies were also done in 

breast cancer cell lines intending to unveil which proteins interact with PPAR in 

these cells, of which pathways they participate and how the modulators of this 

receptor can affect the regulation of these pathways.  
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1.1. Receptores Nucleares 

Para garantir o equilíbrio e a execução correta de diversas funções por 

diferentes células em um organismo multicelular é necessário um sistema de 

comunicação inter e intracelularmente organizado. Esse sistema é responsável pela 

organização de diversos processos como embriogênese e manutenção de 

propriedades e funções fisiológicas, constituindo uma complexa rede de sinalização 

celular existente nos metazoários. Os sinais, representados por diversas moléculas 

como proteínas, peptídeos, aminoácidos, nucleotídeos, esteróides, retinóides, 

derivados de ácidos graxos e gases, ligam-se a macromoléculas específicas, 

conhecidas como receptores, as quais desencadeiam eventos de resposta. Essa 

sinalização abrange desde a detecção dos sinais enviados às moléculas receptoras 

até a conversão, processo também denominado transdução, destes sinais em 

respostas moleculares, uma propriedade universal das células vivas (LAUDET; 

GRONEMEYER, 2002). 

Dentre estes receptores encontra-se a superfamília dos receptores 

nucleares (RNs), que são fatores de transcrição ativados por ligantes que regulam 

processos celulares importantes como desenvolvimento, diferenciação celular, 

reprodução e metabolismo de lipídios. Como sensores de hormônios lipofílicos, 

vitaminas, lipídios provenientes da dieta e outros sinais, os RNs atuam no núcleo 

para iniciar a resposta celular (SHERMAN et al., 2012). Os membros desta 

superfamília são alguns dos reguladores da expressão gênica mais abundantes em 

eucariotos e sua desregulação tem sido estudada em diferentes patologias, incluindo 

obesidade, diabetes, aterosclerose e câncer (LEHRKE; LAZAR, 2005). Estão 

descritos atualmente 65 receptores nucleares em todo o reino animal, desde os 

nematódeos até o homem, que constituem uma superfamília de fatores de 

transcrição com uma estrutura molecular em comum, composta de 5 a 6 domínios 

bem conservados e responsáveis por funções específicas (Figura 1) (RIGGINS et 

al., 2010) 
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Figura 1. Ilustração esquemática da organização estrutural e funcional dos 

receptores nucleares. As regiões mais bem conservadas, domínio de ligação ao DNA (DBD ou 

DNA-Binding Domain) e domínio de ligação ao ligante (LBD ou Ligand-Binding Domain), estão 

representadas pelos retângulos maiores, rosa e verde respectivamente. Já as regiões divergentes 

estão representadas pelos retângulos menores, região N-terminal em azul e região hinge, onde se 

encontra a sequência de localização nuclear (NLS), em roxo. AF 1 e 2 representam os domínios de 

ativação da transcrição (Transcription Activation Function, AF). 

 

Na região amino-terminal, o domínio AF1 (Activation Function-1), 

responsável pela ativação basal da transcrição, auxilia na regulação da atividade 

transcricional independente de ligantes e é o domínio que possui maior divergência 

sequencial entre os RNs, apresentando diferenças até mesmo entre isoformas de 

um mesmo receptor (ARANDA et al., 2001; KUMAR; LITWACK, 2009). Este possui 

um dos sítios de ligação de correguladores, que incluem proteínas coativadoras e 

correpressoras, e recebe importantes modificações pós-traducionais, incluindo 

fosforilação e sumoilação (CHENG et al., 2007; GARZA et al., 2010; RIGGINS et al., 

2010; TAMASI et al., 2009). 

O domínio de ligação ao DNA ou DBD (DNA Binding Domain) tem como 

principal função o reconhecimento e interação com sequências específicas de DNA 

(ARANDA et al., 2001). Este domínio contém dois motivos zinc fingers (dedos de 

zinco) ricos em cisteína, que permitem a ligação do receptor ao DNA nestas 

sequências específicas. Esta região também é importante na mediação de homo e 

heterodimerização de receptores nucleares (HELSEN; CLAESSENS, 2014).  

Após o DBD encontra-se a região hinge (dobradiça), uma região que une 

o DBD ao domínio de ligação ao ligante ou LBD (Ligand Binding Domain), permitindo 

uma maior mobilidade entre esses domínios (ARANDA et al., 2001). Além disso, 

esta região contém a sequência de localização nuclear (NLS), que direciona o 



17 
 

 
 

receptor para o núcleo da célula, e é também um sítio-chave para modificações pós-

traducionais (ASCHRAFI et al., 2006; CARRIGAN et al., 2007; HWANG et al., 2009; 

RIGGINS et al., 2010). 

O domínio de ligação ao ligante (LBD) apresenta diversas funções 

distintas que vão além da interação com os ligantes. As regiões de interação com 

correguladores e interfaces de dimerização estão contidas neste domínio 

(CHANDRA et al., 2009; RIGGINS et al., 2010). Embora não seja o domínio mais 

conservado entre as diversas proteínas da família dos RNs, o LBD possui uma 

estrutura básica formada por 12 hélices (numeradas de H1 a H12), sendo que no C-

terminal da H12 está localizada a função de ativação 2 (AF-2), responsável pela 

transcrição de genes de forma dependente de ligante. Trata-se do domínio mais 

estudado por ser o alvo direto para a modulação de ligantes (LAUDET; 

GRONEMEYER, 2002). 

Além de sua similaridade estrutural, os receptores nucleares também 

agem por um mecanismo de ação similar. Em seu mecanismo de ação clássico, 

estes receptores podem atuar como homodímeros ou heterodímeros com outros 

receptores nucleares e estes complexos interagem com o DNA em sequências 

específicas, conhecidas como elementos responsivos, localizadas em regiões não-

codificantes de genes alvo.  Os elementos responsivos são normalmente formados 

por repetições de dois meio-sítios que contém variações da sequência AGGTCA em 

diversas orientações, como palíndromos e repetições diretas. Além disso, o 

espaçamento e as regiões flanqueadoras podem variar assegurando a 

especificidade aos RNs (GLASS, 1994). 

A atividade transcricional é regulada pela disponibilidade de ligantes e por 

interações com correguladores, que são recrutados aos complexos transcricionais e 

assim modulam a expressão gênica (CONZEN, 2008). Na ausência de ligantes, os 

receptores nucleares ligam-se aos elementos responsivos e se associam à 

correpressores que impedem a transcrição dos genes-alvo. Já quando o ligante 

alcança a célula alvo e se liga aos RNs no núcleo, ocorre uma alteração 

conformacional que libera estes correpressores do complexo e recruta coativadores, 

que por sua vez recrutam a maquinaria de transcrição promovendo a transcrição dos 

genes-alvo (AAGAARD et al., 2011; PERISSI et al., 2004).  
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Estudos indicam migração dos receptores nucleares entre núcleo e 

citoplasma e participação destes em processos em ambos os compartimentos, 

ilustrando as chamadas ações genômicas e não-genômicas, respectivamente 

(BOSSCHER, DE et al., 2006). Os RNs podem interagir com outros fatores de 

transcrição, bloqueando ou ativando a produção de diversas proteínas, atuando em 

diversas rotas de sinalização celular. Neste caso chamamos a regulação de indireta 

e os RNs agem nos mecanismos de transrepressão e transativação, quando 

reprimem ou ativam a expressão de genes regulados por outros fatores de 

transcrição. Isso pode ocorrer através da competição por correguladores ou pela 

ligação direta dos RNs com os outros fatores de transcrição (CUNARD et al., 2004; 

GERVOIS et al., 2001).  

Exemplos de interação entre receptores e outras proteínas podem ser 

ilustrados pela interação entre o receptor de glicocorticoide (GR), o receptor de 

estrógeno (ER), o receptor de hormônios tireoidianos (TR) e a proteína ativadora 1 

(AP-1) (BOSSCHER, DE et al., 2001; CAELLES et al., 1997; OGAWA et al., 2005; 

ZHOU et al., 1999), pela interação entre receptor de retinóides (RAR) e a proteína 

GATA-1 (TSUZUKI et al., 2004) e pela interação entre outros RNs e a proteína 

supressora de tumor p53 (MOLL et al., 2006). 

Nestes casos, as ações dessas proteínas podem ir além de somente 

causar mudanças na expressão de genes de forma indireta, visto que muitas vezes 

não se vê nenhuma mudança na expressão gênica. Estes efeitos são chamados  de 

não-genômicos e são caracterizados por abertura/fechamento de canais iônicos, 

função quinase, fosfatase ou outras funções enzimáticas em vias de sinalização em 

geral que podem, ou não, resultar na transcrição de genes (ORDÓÑEZ-MORÁN; 

MUÑOZ, 2009).  

Qualquer via alterada nestes processos pode ser responsável pelo 

desenvolvimento de condições patológicas como diabetes, obesidade, doenças 

cardiovasculares e câncer. Estes mecanismos de transativação e transrepressão 

também têm sido altamente procurados para o desenvolvimento de fármacos, na 

busca por moléculas que possam ativar ou inativar receptores nucleares em 

regulações específicas. O melhor entendimento sobre esses complexos menos 
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comuns entre RNs e outras proteínas poderia levar a proposição de modelos novos 

e mais específicos no controle de diversas patologias (GRONEMEYER et al., 2004). 

A classificação dos RNs é feita de acordo com a homologia encontrada 

entre os membros da família, isto é, pelos domínios mais conservados, DBD e LBD. 

Foi proposto que os RNs evoluíram de um receptor órfão ancestral sem ligante 

conhecido, por uma diversificação precoce, o qual adquiriu a ligação ao ligante 

posteriormente. Esse conceito é bem aceito juntamente com a hipótese de que 

alguns receptores órfãos funcionam exclusivamente como repressores constitutivos 

ou ativadores de transcrição (LAUDET; GRONEMEYER, 2002; RIGGINS et al., 

2010). Dentre os membros da superfamília dos receptores nucleares estão as 

subfamílias dos receptores dos hormônios tireoidianos (TRs), dos receptores do 

ácido retinóico, (RARs), dos receptores de retinóide X (RXRs), dos receptores da 

vitamina D (VDRs), dos receptores de estrógeno (ERs), dos receptores de 

progesterona (PRs), dos receptores de andrógenos (ARs), dos receptores de 

ativação da proliferação de peroxissomos (PPARs), entre outros (CONZEN, 2008). 

 

1.2. Receptores ativadores da proliferação de peroxissomos 

(PPARs) 

Os PPARs são fatores de transcrição ativados por ligantes e membros da 

superfamília dos receptores nucleares (MANGELSDORF et al., 1995). Estas 

proteínas são conhecidas como sensores genéticos de lipídios. O primeiro subtipo, 

identificado nos anos 1990 por meio da clonagem de um receptor órfão murino, foi 

chamado de receptor ativador da proliferação de peroxissomos α por sua habilidade 

de ligação a compostos, como os fibratos, capazes de induzir a proliferação de 

peroxissomos em roedores (ISSEMANN; GREEN, 1990). 

Foram identificados três isotipos de PPAR: PPARα, PPARβ (também 

conhecido como PPARδ) e PPAR, os quais possuem um alto grau de conservação 

em suas sequências, mas são codificados por genes diferentes (TONTONOZ; 

SPIEGELMAN, 2008). O DBD dos três isotipos exibe um grau de identidade de 80%, 

enquanto seus LBDs são aproximadamente 65% idênticos. Devido a essa 

divergência em seus LBDs, diferentes isotipos de PPAR são ativados por diferentes 
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compostos, levando a atividades biológicas específicas inerentes a cada isotipo 

(WAHLI, 2014; WILLSON et al., 2000). Além de se ligarem a diferentes moléculas, 

os três isotipos de PPARs estão distribuídos em tecidos distintos e possuem 

diferenças intrínsecas em suas propriedades bioquímicas, o que também resulta em 

funções in vivo únicas para cada PPAR (BARISH et al., 2006; EVANS et al., 2004; 

POULSEN et al., 2012). A expressão dos PPARs em vários tecidos ocorre de 

maneira e tempo diferenciados em resposta à alimentação, ao exercício e ao frio, 

por exemplo (PETERS et al., 2012; TACHIBANA et al., 2008).  

Em seu mecanismo de ação mais comum (Figura 2), os PPARs atuam 

como heterodímeros com o RXR e se ligam ao DNA de maneira sequência-

específica. O elemento responsivo ao PPAR (PPRE) é uma repetição direta da 

sequência AGGTCA separado por um par de bases (DR-1) (BATISTA et al., 2012; 

EVANS et al 1992; ROSEN; SPIEGELMAN, 2001) 

Na ausência de ligantes, o heterodímero recruta correpressores inibindo a 

transcrição dos genes-alvo. Alien, N-CoR e SMRT são exemplos de correpressores 

que contêm o motivo de ligação a RNs (LXXILXXLL, onde L é uma leucina e X um 

aminoácido qualquer) conservado, sendo responsável por ligar-se à região 

hidrofóbica formada pelas hélices 3, 4 e 5 destes receptores. Além disso, os 

correpressores apresentam-se complexados com histonas deacetilases (HDACs) 

que condensam a cromatina nas regiões próximas aos promotores onde se ligam os 

RNs, impedindo a maquinaria transcricional de ser ativada (FATTORI et al., 2015; 

SANTOS et al., 2011). Já na presença do ligante agonista, o complexo PPAR-RXR 

sofre mudanças conformacionais que induzem a dissociação dos correpressores e o 

recrutamento dos coativadores (AMATO et al., 2012). A principal mudança 

observada é o fechamento da hélice 12 (H12) sobre o cerne hidrofóbico de H3, H4 e 

H5, formando a região AF-2. A família p160 (GRIP-1, TRBP-1 e SRC-1) e PGC-1 

são exemplos de coativadores (OBERKOFLER et al., 2002; XU; LI, 2003). Os 

coativadores também formam complexos com outras proteínas como as histonas 

acetil-trasferases (HATs), que através do relaxamento e modificação da cromatina 

próxima à região promotora, recrutam outras moléculas estabilizadoras para o local 

que, por sua vez, estabilizam a ligação da RNA polimerase II (SANTOS et al., 2011; 

WEBB et al., 2002). Os PPARs também são capazes de se ligarem ao DNA como 
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monômeros, cuja propriedade é atribuída à região N-terminal e, neste caso, são 

capazes de influenciar indiretamente e de forma negativa, a expressão gênica 

através da competição com outros fatores de transcrição (CUNARD et al., 2004; 

GERVOIS et al., 2001).  

 

Figura 2. Esquema do funcionamento dos receptores nucleares representado pelo 

mecanismo de ação dos PPARs. Na ausência de ligantes o heterodímero complexado aos 

elementos responsivos recruta proteínas correpressoras, as quais reprimem a transcrição (esquerda). 

A presença do ligante promove mudanças estruturais nos receptores que se desligam dos 

correpressores e recrutam coativadores. Estes associados a um complexo protéico promovem a 

acetilação das histonas, ativando a maquinaria de transcrição com a chegada da RNA polimerase II 

(direita). 

Dentre os principais ligantes dos PPARs estão diversos metabólitos 

lipídicos, incluindo prostaglandina J2 e fosfolipídios oxidados; derivados do 

metabolismo de ácidos graxos e outros compostos encontrados na dieta, como 

ácidos oleico e linoleico, fato coerente com sua forma de regulação, uma vez que 

podem afetar a expressão de genes envolvidos no metabolismo de glicose e 

lipídeos. Por meio deste mecanismo, a homeostase celular é mantida durante 

períodos de alimentação e fome (AHMADIAN et al., 2013; ROLE et al., 2013). 

Drogas e outros xenobióticos também podem modular diferentemente as atividades 

regulatórias de PPARs. As regiões regulatórias (elementos responsivos) 

reconhecidas pelos PPARs no DNA (PPREs) são encontradas próximas a genes 

envolvidos no metabolismo de lipídeos e regulação da energia, incluindo 

armazenamento lipídico ou catabolismo, transporte, captação e ligação intracelular 

de ácidos graxos. Além disso, estes RNs estão relacionados a processos 

inflamatórios, cicatrização, reprodução, desenvolvimento embrionário, diferenciação 

e proliferação celular (PETERS et al., 2012). 
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O PPARα é expresso principalmente no fígado, onde ativa o catabolismo 

de ácidos graxos. Seus ativadores são utilizados no tratamento de dislipidemia, uma 

vez que são capazes de causar uma redução nos níveis de triglicerídeos no plasma 

e uma elevação no colesterol do tipo lipoproteína de alta densidade (HDL) (EVANS 

et al., 2004; FRUCHART, 2001; STAELS; DALLONGEVILLE; et al., 1998). Este 

isotipo também é expresso em outros tecidos metabolicamente ativos como rins, 

coração, intestino e músculo, sendo responsável por ativar o catabolismo de ácidos 

graxos e estando envolvido no controle da montagem de lipoproteínas (MANDARD 

et al., 2004). O PPARα também está presente em monócitos (CHINETTI, G et al., 

1998), células endoteliais (INOUE et al., 1998) e células musculares lisas (STAELS; 

KOENIG; et al., 1998) e trata-se de um importante sensor lipídico e regulador do 

metabolismo energético celular (BERGER; MOLLER, 2002). Quanto ao câncer, o 

PPARα está envolvido no câncer de fígado por aumentar a proliferação 

hepatocelular e inibir apoptose (TACHIBANA et al., 2008). 

 Já o isotipo β/δ é expresso ubiquamente e em altos níveis em órgãos 

como cérebro, tecido adiposo e pele, estando envolvido na oxidação de ácidos 

graxos, diferenciação de queratinócitos, cicatrização e resposta de macrófagos à 

lipoproteína de baixa densidade (BERGER; MOLLER, 2002; CHAWLA et al., 2003; 

DRESSEL et al., 2003; TANAKA et al., 2003). Devido à alta expressão no cérebro e 

no sistema nervoso central como um todo, o PPARβ está relacionado à 

diferenciação das células neste sistema (BRAISSANT; WAHLI, 1998), além de estar 

envolvido em funções emocionais, circadianas e autônomas (QUIGG et al., 1999). 

Embora menos criticamente, o PPARβ também está envolvido nos processos de 

dislipidemia e resistência à insulina (BARISH et al., 2006; TAKAHASHI et al., 2006). 

Este isotipo tem ação controversa na oncogênese, atuando, por exemplo, no câncer 

de cólon, induzindo a proliferação de células do cólon por meio da inibição da 

apoptose e promoção da angiogênese, aumentando a expressão de fator de 

crescimento vascular endotelial (VEGF). Por outro lado, este receptor nuclear foi 

apontado como um indutor de diferenciação e inibidor de crescimento celular, fatores 

também estudados em câncer de fígado e mama (TACHIBANA et al., 2008). 

O PPAR, proteína-alvo do presente trabalho, será descrito com maiores 

detalhes a seguir.  
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1.3. PPAR 

O PPAR possui duas isoformas principais: PPAR1 e PPAR2, que 

contém 28 aminoácidos adicionais na região N-terminal. Existe ainda uma terceira 

isoforma, PPAR3, que é uma variante de splicing da isoforma PPAR1.(FAJAS et 

al., 1997, 1998; TONTONOZ, PETER; HU; GRAVES; et al., 1994). O PPAR2 é 

expresso no tecido adiposo e tem função importante na diferenciação de adipócitos, 

no armazenamento de lipídeos no tecido adiposo branco e na dissipação de energia 

no tecido adiposo marrom (TONTONOZ, PETER; HU; SPIEGELMAN, 1994). Já o 

PPAR1 é expresso no cólon, nas células do sistema imune, como monócitos e 

macrófagos, células do pâncreas, do músculo esquelético, do fígado, das mamas, 

da próstata, do rim, além de outros tecidos, participando de diversos processos de 

grande importância (Figura 3) (LEHRKE; LAZAR, 2005; TACHIBANA et al., 2008). 

 

Figura 3.  Efeitos conhecidos da ativação de PPAR. A ativação do receptor pode  

resultar em efeitos benéficos (setas verdes) e efeitos adversos (setas vermelhas) (AHMADIAN et al., 

2013). 

 

 Dentre suas principais funções, o PPAR controla a expressão de diversos 

genes envolvidos no metabolismo e na inflamação (DESVERGNE; WAHLI, 2011; 

HONG; TONTONOZ, 2008).  O PPAR participa do processo de inflamação, 
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regulando os processos de inibição e ativação da produção das citocinas 

inflamatórias interleucina-6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral (TNFα) em monócitos 

e macrófagos. A ativação deste receptor nuclear inibe a ação do TNFα, indicando 

que agonistas do PPAR podem ter propriedades anti-inflamatórias. A própria 

diferenciação de monócitos em macrófagos é regulada por este receptor e, portanto, 

estas células estão relacionadas aos níveis de PPAR (CHINETTI, G. et al., 1998). A 

rosiglitazona é capaz de induzir apoptose de macrófagos in vitro, alterando a 

sinalização por NFκβ (CHINETTI, G et al., 1998) e bloqueando a síntese de citocinas 

inflamatórias inibindo a ativação da via de NFκβ (SU et al., 1999). Este receptor 

também atua na produção de lipoproteína de baixa densidade que está envolvida na 

formação de células espumosas (foam cells) pelos macrófagos, induzindo à resposta 

inflamatória (TACHIBANA et al., 2008).  

Adicionalmente, este receptor está envolvido no metabolismo de glicose 

por meio do aumento da sensibilidade à insulina e no recrutamento de lipídeos para 

o interior celular, representando assim um alvo terapêutico para diabetes do tipo 2. 

O papel do PPAR na diferenciação de adipócitos é crucial, uma vez que a presença 

deste receptor é necessária e suficiente para execução deste processo. A primeira 

interação entre o PPAR e genes relacionados à diferenciação de adipócitos foi 

encontrada diretamente com o elemento cis que regula a expressão adipócito-

específica da proteína ligante de ácidos graxos aP2 (TONTONOZ, P et al., 1994). In 

vitro, fibroblastos que expressam PPAR e são tratados com ligantes deste receptor 

se diferenciam em adipócitos e mutantes dominantes-negativos do PPAR 

expressos em células 3T3-L1 inibem a diferenciação destas células em adipócitos 

(MASUGI et al., 1999; ROSEN et al., 1999). Já em estudos in vivo, camundongos 

que não expressam PPAR mostraram uma redução na quantidade de tecido 

adiposo (BARAK et al., 1999; KUBOTA et al., 1999; ROSEN et al., 1999), além de 

exibirem lipodistrofia aumentada (BARAK et al., 1999). PPREs são encontrados em 

regiões regulatórias de diversos genes relacionados ao metabolismo de lipídios em 

adipócitos e o PPAR modula a expressão destes genes, incluindo aP2, 

fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) (TONTONOZ et al., 1995), acyl-CoA 

sintase (SCHOONJANS et al., 1995) e lipoproteína lipase (LPL) (SCHOONJANS et 

al., 1996).  O PPAR também está envolvido na regulação da expressão de 
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proteínas relacionadas à absorção de lipídios por adipócitos, como proteína 

transportadora de ácidos graxos 1 (FATP-1) e CD36 (BERGER; MOLLER, 2002; 

LEHMANN et al., 1995; SFEIR et al., 1997). 

Como mencionado, o PPAR participa do metabolismo de glicose 

aumentando a sensibilidade à insulina, sendo considerado um alvo terapêutico para 

diabetes tipo 2. De fato, as tiazolidinedionas (TZD) são ligantes de PPAR e drogas 

sensibilizadoras à insulina que foram disponibilizadas comercialmente. No entanto, 

algumas delas, como a rosiglitazona, vêm demostrando alguns efeitos colaterais e 

foram retiradas do mercado, sendo receitadas apenas em determinados casos 

(CHOI et al., 2011; EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2010). Este receptor nuclear 

tem sido associado com genes que afetam a ação da insulina, como, por exemplo, o 

já descrito TNFα, uma citocina pró-inflamatória expressa em adipócitos que é 

associada à resistência à insulina (HOTAMISLIGIL et al., 1993) e redução da via de 

transdução de sinal da insulina (HOTAMISLIGIL et al., 1994).  

Agonistas de PPAR são capazes de suprimir as ações do TNFα em 

adipócitos in vitro  (PERALDI et al., 1997) e também no tecido adiposo de 

camundongos obesos, uma vez que suprimem a resistência à insulina causada por 

esta citocina (MILES et al., 1997). Em adipócitos, o PPAR aumenta a expressão de 

Cbl, um proto-oncogene que gera c-CBL, que, por sua vez, se trata de uma proteína 

ubiquitina ligase E3 (RIBON et al., 1998). Esta proteína parece desempenhar um 

papel positivo na sinalização por insulina e contém uma sequência PPRE na região 

regulatória 5’ de seu gene (BAUMANN et al., 2000). Além disso, agonistas de 

PPAR também estão relacionados ao aumento da expressão de IRS-2, uma 

proteína envolvida na transdução de sinal da insulina em tecidos sensíveis a essa 

molécula quando adicionada ao tecido adiposo humano e adipócitos em cultura 

(BERGER; MOLLER, 2002; SMITH et al., 2001). 

Camundongos diabéticos tratados com agonistas de PPAR mostraram 

níveis baixos de mRNA da proteína adiponectina (Acrp30), porém níveis plasmáticos 

aumentados da desta proteína (COMBS et al., 2002). A Acrp30 é uma proteína 

secretada adipócito-específica que tem efeitos in vivo como diminuição de glicose, 

triglicérides e ácidos graxos (BERG et al., 2001; FRUEBIS et al., 2001). Estudos que 
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compararam humanos normais com pacientes com diabetes tipo 2 mostraram que 

os últimos possuem níveis reduzidos de Acrp30(HOTTA et al., 2000) e o tratamento 

deste pacientes com ligantes de PPAR levou ao aumento dos níveis plasmáticos 

desta proteína  (COMBS et al., 2002), indicando que a modulação de Acrp30 por 

agonistas de PPAR pode ser um mecanismo importante para tratamento de 

síndrome metabólica.  

Desta forma, o PPAR é alvo molecular para o desenvolvimento de 

drogas para tratar inflamação, diabetes tipo 2 e síndrome metabólica. No entanto, 

por também atuar na regulação do ciclo celular, possui função importante na 

regulação do crescimento de células em câncer. O PPAR atua em diversos tecidos 

neoplásicos, como em tumores de cólon, mama, esôfago, estômago, fígado, 

próstata, pâncreas, entre outros, e sua ativação pode levar à inibição da proliferação 

celular ou inibição de apoptose. Por outro lado, alguns estudos indicam que ligantes 

de PPAR, como a troglitazona e a rosiglitazona, aumentam a frequência e o 

tamanho dos tumores, fato que ocorre em câncer de cólon, por exemplo 

(TACHIBANA et al., 2008). 

1.4. Câncer de mama 

O câncer está entre as principais causas de morte no mundo, 

contabilizando 13% das mortes em 2008, sendo os cinco principais tipos de câncer 

responsáveis por estas mortes os cânceres de pulmão, de estômago, de fígado, de 

cólon e de mama (WHO, 2014). O câncer de mama, particularmente, conta com 

1.152.161 novos casos por ano e é o segundo tipo de câncer mais frequente no 

mundo, sendo o mais frequente em mulheres e responsável por 411.093 mortes 

anualmente. Dados mostram ainda que aproximadamente uma em cada oito 

mulheres serão diagnosticadas com esta doença durante sua vida (KOEFFLER, 

2003; SIEGEL et al., 2014). Dentre todos os bem estabelecidos fatores de risco 

reprodutivos, como menarca precoce, primeira gravidez em idade avançada, 

exposição a hormônios, baixa paridade e menopausa tardia, o principal é o 

envelhecimento. As taxas de câncer de mama feminino crescem rapidamente até 50 

anos de idade e, depois desta idade, diminuem vagarosamente, principalmente 

devido à menopausa (KAMANGAR et al., 2006). 
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Dados moleculares sugerem dois tipos de câncer de mama tendo como 

determinantes a idade e a expressão do receptor de estrógeno (ER), um receptor 

nuclear. O primeiro tipo é o ER-negativo, que ocorre em mulheres antes da 

menopausa e o segundo, ER-positivo, ocorre em mulheres após a menopausa 

(PEROU et al., 2000). Nos subtipos morfológicos de câncer de mama a expressão 

de ER também varia. Por exemplo, em carcinomas de mama medulares é comum se 

encontrar células ER-negativas; enquanto em carcinomas tubulares e lobulares o ER 

é expresso normalmente (KAMANGAR et al., 2006; PUTTI et al., 2005). 

Há outras classificações possíveis para tumores de mama e um dos 

subtipos encontrados dentre estas classificações é o câncer de mama triplo-negativo 

(TNBC), um tipo de câncer de mama muito estudado que é definido pela ausência 

de expressão dos receptores de estrógeno (ER) e progesterona (PR) e da 

amplificação do fator de crescimento epidermal humano 2 (HER2/ERBB2). Assim, 

em comparação com os outros subtipos de câncer de mama, o TNBC não responde 

a terapias endócrinas ou anti-ERBB2. Nestes casos, a quimioterapia sistêmica é o 

principal tratamento para estes pacientes após metástase (LI et al., 2014).  

1.5. PPAR e câncer de mama 

A presença do PPAR em câncer de mama e como sua ativação por 

ligantes específicos poderiam ser utilizadas no tratamento desta condição foram 

descritas no final da década de 1990 (KILGORE et al., 1997). Foi demonstrado que 

a ativação do PPAR resulta em apoptose, parada do ciclo celular ou diferenciação 

para tipos celulares menos malignos (MUELLER et al., 1998; YIN et al., 2005). Mais 

tarde, outros estudos mostraram um crosstalk entre ER e PPAR em dois tipos de 

células de carcinoma mamário e como elas respondiam aos ligantes de PPAR 

quando ER estava presente ou não. Os resultados apontaram que a presença de ER 

diminui tanto a transcrição basal, como a ativação por ligante do PPAR em câncer 

de mama (WANG; KILGORE, 2002).  

O PPAR é o isotipo de PPAR mais expresso neste tipo de câncer. Como 

citado acima, ele tem papel importante na regulação do crescimento celular, 

diferenciação e metabolismo de lipídeos (BOCCA et al., 2008). A obesidade, uma 

condição profundamente associada com metabolismo de lipídeos, está conectada ao 
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câncer de mama e o PPAR está envolvido nesta conexão (CARMICHAEL; BATES, 

2004; PICHARD et al., 2008).  

Uma das características mais importantes de células de câncer é o fato 

das mesmas serem autossuficientes em sinais de crescimento, o que as fazem 

proliferar sem necessidade de estímulo externo. Receptores destes sinais, como os 

ErbBs, iniciam a transdução de sinal de vias que promovem proliferação e suprimem 

apoptose. O PPAR inibe a atividade de ErbBs (HER2 e HER3) em células de 

câncer de mama quando ativado por um ligante natural (15-deoxi-delta12,14-

prostaglandina J2 ou 5dPGJ2) por meio do bloqueio da fosforilação destes 

receptores e, consequentemente, de seus efeitos sobre proliferação, diferenciação e 

morte celular (PIGNATELLI et al., 2001).  

Controversamente, outro estudo aponta o PPAR como responsável por 

manter células-tronco de câncer de mama HER-2 positivas, atuando como um 

promotor de tumor. A presença do oncogene ERBB2 é uma das mudanças 

genéticas mais relevantes clinicamente, ocorrendo em 30% dos casos e sendo 

associada com recorrência da doença e mal prognóstico (WANG et al., 2013). 

Ligantes de PPAR inibem o crescimento celular de diversas linhagens 

celulares de câncer de mama e também o desenvolvimento de tumores da glândula 

mamária por meio de várias vias (CLAY et al., 1999; ELSTNER et al., 1998; MEHTA 

et al., 2000; MUELLER et al., 1998; SUH et al., 1999; YIN et al., 2001). Alguns 

destes ligantes, como troglitazona e indometacina, inibem a proliferação de 

linhagens celulares de câncer de mama, como MCF7, MDA-MB-231, BT474 e T47D 

(ELSTNER et al., 1998). A troglitazona inibe o crescimento de tumores em 

camundongos (ELSTNER et al., 1998) e tanto ela como o 5dPGJ2 atenuam a 

proliferação celular de MDA-MB-231, bloqueando a progressão do ciclo celular e 

induzindo apoptose. Além disso, foi mostrado que o pré-tratamento de células desta 

linhagem com 5dPGJ2 atenua a capacidade destas células de induzir tumores em 

camundongos (CLAY et al., 1999). Quando a linhagem MCF7 é tratada com 

troglitazona, a expressão de vários reguladores da proteína retinoblastoma (pRb), 

um produto de um gene supressor de tumor cuja fosforilação induz progressão do 

ciclo celular, diminui. Portanto, a troglitazona induz à parada do ciclo celular em G1 

pela atenuação da fosforilação de pRb, resultando na inibição da proliferação celular 
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(YIN et al., 2001). Esse mesmo ligante também previne a indução de lesões pré-

neoplásicas por 7,12-dimetilbenzantraceno em modelo de cultura de glândula 

mamária de camundongo (MEHTA et al., 2000). 

Outro ligante sintético do PPAR, GW7845, previne carcinogênese 

mamária em camundongos tratados com o carcinógeno nitrosometilurea (SUH et al., 

1999). O antagonista seletivo GW9662 tem efeitos antiproliferativos em linhagens 

celulares ER positivas e negativas, e também em células que não expressam p53. 

Além disso, seus efeitos são melhores que o da rosiglitazona, agonista de PPAR 

mais famoso (BURTON et al., 2008). Muitos outros estudos associam a presença 

deste receptor nuclear e a ativação por seus ligantes com efeitos antiproliferativos e 

apoptóticos em linhagens de câncer de mama (YIN et al., 2005). Desta forma, os 

ligantes de PPAR poderiam suprimir a tumorigênese e serem utilizados como 

drogas antineoplásicas (TACHIBANA et al., 2008). 

No entanto, resultados controversos foram obtidos em uma tentativa de 

validar a contribuição deste receptor nuclear em câncer de mama. Neste estudo, 

camundongos transgênicos foram gerados expressando PPAR constitutivamente 

na glândula mamária. Estes animais mostravam desenvolvimento normal da 

glândula mamária e nenhuma tendência aumentada de desenvolver tumores. Para 

verificar a influência deste aumento de sinalização por PPAR em neoplasias da 

glândula mamária, estes camundongos foram cruzados com outros que 

expressavam o antígeno MT (Middle T) de polioma vírus nas glândulas mamárias, o 

que gera desenvolvimento tumoral mais rápido e garante maior propensão ao câncer 

de mama. A prole, que expressava tanto níveis aumentados de PPAR como o 

antígeno MT de polioma vírus, demonstrou um desenvolvimento acelerado de 

tumores mamários, fato não intuitivo. A base molecular deste efeito promotor de 

tumor pode ser um aumento na sinalização da via de Wnt, uma vez que a ativação 

de PPAR potencia a função de Wnt em modelo in vivo. Desta forma, embora a 

ativação aumentada de PPAR não leve à formação de tumor em tecido mamário 

normal, este estudo sugere que, uma vez que um evento promotor de tumor seja 

estabelecido, a sinalização por PPAR pode atuar como promotora de tumor nas 

glândulas mamárias (SAEZ et al., 2004), ilustrando o papel controverso deste 

receptor nuclear em câncer de mama (TACHIBANA et al., 2008). 
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2. JUSTIFICATIVA 
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2.1. Interações entre o PPAR e outras proteínas celulares 

A principal forma de atuação dos RNs ocorre pela regulação direta sobre 

a transcrição de genes-alvo. No entanto, estudos sobre ações indiretas tem se 

tornado um foco crucial no campo desses receptores. O melhor entendimento sobre 

a regulação da transcrição de forma não direta tem se tornado um novo desafio na 

tentativa de se mapear comportamentos diferenciais, que poderiam resultar em 

novos alvos para a regulação de diversas patologias, por exemplo. Desta forma, 

sabendo-se quais complexos proteicos serão formados na regulação da transcrição 

de um gene, esta poderia ser manipulada apenas pelo impedimento da formação 

deste complexo. Com isso, muitos dos efeitos indesejáveis advindos de uma 

regulação comum, poderiam ser evitados. Desta forma, a busca por interações não 

usuais entre o receptor nuclear PPAR e outras proteínas celulares é de extrema 

importância visto que este está envolvido em patologias como síndrome metabólica 

e câncer, justificando assim a primeira parte deste trabalho. 

2.2. Interações entre o PPAR e outras proteínas celulares em 

câncer de mama 

No interactoma de PPAR em 293T observou-se que grande parte dos 

parceiros deste receptor estão envolvidos em câncer de mama, o tipo de câncer  

mais frequente em mulheres. Linhagens celulares de câncer de mama expressam 

PPAR e estudos indicam que estas podem ser induzidas à parada no crescimento e 

à diferenciação quando tratadas com ligantes deste receptor, indicando assim uma 

possível utilidade destes na definição de tratamentos adjuvantes e quimioterápicos. 

No entanto, outros estudos indicam que uma vez iniciado o desenvolvimento do 

câncer de mama, o aumento da sinalização por PPAR serve como um promotor de 

tumor na glândula mamária, ilustrando assim o papel controverso deste receptor 

nuclear neste tipo de câncer (TACHIBANA et al., 2008). Desta forma, é necessário 

elucidar qual o real papel do PPAR no câncer de mama. Na segunda parte deste 

trabalho, intitulada “Interações entre o receptor nuclear PPAR e outras proteínas 

celulares em câncer de mama”, pretende-se entender a participação deste receptor 

nuclear em células deste tipo de câncer por meio da busca de parceiros e estudo 

das vias de sinalização que o receptor participa. 
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3. OBJETIVOS 
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O objetivo geral deste projeto foi: 

“Mapear as interações que ocorrem entre o receptor nuclear PPAR e 

quaisquer outras proteínas presentes em células da linhagem 293T, da linhagem de 

mama não tumoral MCF10A e de linhagens de câncer de mama”. 

Tendo como objetivos específicos: 

 Verificação da expressão endógena de PPAR nas linhagens celulares 

utilizadas, por western blot, a fim de validá-las como um bom modelo para 

a busca de interações com outras proteínas. 

 Superexpressão de PPAR nas linhagens celulares utilizadas, visando 

obter maior quantidade de PPAR nas células e assim maior número de 

interações com outras proteínas, além da necessidade técnica de inserir 

nas células PPAR fusionado a uma tag FLAG a ser utilizada na 

imunoprecipitação. 

 Imunoprecipitação (IP) dos complexos formados entre PPAR e outras 

proteínas celulares nas linhagens 293T, MCF10A e linhagens de câncer 

de mama e, posteriormente, identificação das proteínas por espectrometria 

de massas (IP-LC-MS/MS), buscando assim novas proteínas interactoras 

para o receptor nuclear. 

 Construção de redes de interação entre PPAR e proteínas encontradas 

por IP-LC-MS/MS. 

 Análise dos parceiros de interação quanto aos processos biológicos e vias 

em que atuam e compartimentos celulares nos quais são encontrados.  

 Confirmação dos complexos mais promissores via Co-IP. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
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4.1. Cultura de células 

4.1.1. Linhagem 293T (ATCC® CRL-3216™) 
 

A linhagem celular 293T já era utilizada pelo grupo de pesquisa desde o 

início do projeto, tendo os protocolos já padronizados. Originalmente derivada de 

rins de embriões humanos, modificada com a adição do antígeno-T SV40, esta 

linhagem celular foi escolhida por ser o principal modelo para a realização de 

imunoprecipitação dada sua facilidade de cultivo e transfecção.  

Estas células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium) (Sigma Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) 

(Gibco), 1% de antibióticos (penicilina e estreptomicina) (Gibco), 0,37% de 

bicarbonato de sódio (Sigma Aldrich) e mantidas em estufa úmida a 37ºC e 5% de 

CO2. 

4.1.2. Linhagem MCF 10A (ATCC® CRL-10317™) 
 

A linhagem MCF10A foi utilizada como um controle para a busca de 

interações entre o PPAR e outras proteínas em câncer de mama. Por ser uma 

linhagem de mama não tumoral, o fato de excluir as interações encontradas nesta 

linhagem das linhagens de carcinoma mamário leva ao foco apenas naquelas 

interações que ocorrem em câncer de mama e não em tecido mamário saudável. 

Esta linhagem também foi gentilmente cedida pela pesquisadora Dra. Sandra Dias. 

São células epiteliais derivadas de tecido mamário proliferativo benigno de pacientes 

com doença fibrocística e foram espontaneamente imortalizadas. São células não-

tumorigênicas (SOULE et al., 1990) e triplo-negativas (KAO et al., 2009). 

 Esta linhagem foi cultivada em meio DMEM (Sigma Aldrich) com nutriente 

Ham F12 (Vitrocell) na proporção 1:1, suplementado com 5% de soro de cavalo 

(Gibco), 10 μg/mL de insulina humana (Eli Lilly), 0,5 μg/mL de hidrocortisona (Sigma 

Aldrich), 10 ng/mL de fator de crescimento epitelial (Epitelial Growth Factor, EGF) 

(Sigma Aldrich) e 100 ng/mL de toxina colérica (Sigma Aldrich), sendo mantida em 

estufa úmida a 37ºC e 5% de CO2. 

 

 

https://www.atcc.org/Products/All/CRL-10317.aspx
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4.1.3. Linhagem MCF7 (ATCC® HTB-22™) 
 
A linhagem MCF7, gentilmente cedida pela pesquisadora Dra. Sandra 

Dias do LNBio e pelo pesquisador Humberto Miguel Garay Malpartida, da USP 

Leste, por intermédio da aluna de mestrado Izabela Caldeira, foi cultivada com meio 

DMEM (Sigma Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Gibco), 

1% de antibióticos (penicilina e estreptomicina) (Gibco), 0,37% de bicarbonato de 

sódio (Sigma Aldrich), 10 μg/mL de insulina humana (Eli Lilly), sendo mantida em 

estufa úmida a 37ºC e 5% de CO2.  

Trata-se de uma linhagem celular epitelial de adenocarcinoma mamário 

metastático, classificada como subtipo luminal, que expressa tanto o ER como o PR, 

mas não possui HER2 amplificado (SUBIK et al., 2010).  Esta linhagem foi utilizada 

para a busca de interações entre o PPAR e outras proteínas em câncer de mama. 

As demais linhagens de câncer de mama listadas a seguir foram usadas na tentativa 

de atingir o mesmo propósito desta, buscando assim interações que ocorrem em 

subtipos diferentes deste tipo de câncer. 

  

4.1.4. Linhagem MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) 
 

A linhagem MDA-MB-231 também foi gentilmente cedida pela 

pesquisadora Dra. Sandra Dias. Trata-se de células epiteliais derivadas de tumores 

metastáticos de adenocarcinoma mamário, do subtipo basal B e triplo-negativas, isto 

é, não expressam ER, PR e não tem HER2 amplificado (KAO et al., 2009).  

Esta linhagem foi cultivada em meio RPMI 1640 (Vitrocell) suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de antibióticos (penicilina e 

estreptomicina) (Gibco), 0,37% de bicarbonato de sódio (Sigma Aldrich) e foi 

mantida em estufa úmida a 37ºC e 5% de CO2.  

 
4.1.5. Linhagem MDA-MB-436 (ATCC® HTB-130™) 

 
A linhagem MDA-MB-436 também foi gentilmente cedida pela 

pesquisadora Dra. Sandra Dias. Estas células de adenocarcinoma são do subtipo 

basal B, também triplo-negativas (KAO et al., 2009). Assim como a MDA-MB-231, 

https://www.atcc.org/Products/All/HTB-22.aspx
https://www.atcc.org/Products/All/HTB-26.aspx
https://www.atcc.org/Products/All/HTB-130.aspx
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esta linhagem foi cultivada em meio RPMI 1640 (Vitrocell) suplementado com 10% 

de soro fetal bovino (Gibco), 1% de antibióticos (penicilina e streptomicina) (Gibco), 

0,37% de bicarbonato de sódio (Sigma Aldrich) e foi mantida em estufa úmida a 

37ºC e 5% de CO2. 

4.1.6. Linhagem MDA-MB-468 (ATCC® HTB-132™) 
 

A linhagem MDA-MB-468 também foi gentilmente cedida pela 

pesquisadora Dra. Sandra Dias. São células de adenocarcinoma metastático, do 

subtipo basal A, também triplo-negativas (KAO et al., 2009). Da mesma forma que 

as duas linhagens anteriores, esta foi cultivada em meio RPMI 1640 (Vitrocell) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de antibióticos (penicilina e 

estreptomicina) (Gibco), 0,37% de bicarbonato de sódio (Sigma Aldrich) e foi 

mantida em estufa úmida a 37ºC e 5% de CO2. 

4.2. Verificação da expressão de PPAR endógeno em diferentes 

intervalos de tempo por western blot 

O western blot é uma técnica utilizada para identificar proteínas 

específicas em uma amostra, que pode ser uma mistura complexa de proteínas 

extraídas de células, por exemplo. A técnica consiste de três etapas principais: 

separação das proteínas por tamanho em eletroforese de proteínas em gel SDS-

PAGE, transferência para uma membrana sólida e marcação da proteína alvo 

utilizando um anticorpo primário específico e o respectivo anticorpo secundário para 

visualização (MAHMOOD; YANG, 2012).  

A fim de verificar se todas as linhagens a serem utilizadas no projeto 

expressavam níveis endógenos de PPAR e assim utilizar um bom modelo celular, 

foram feitos western blot de extratos celulares coletados em diferentes intervalos de 

tempo após plaqueamento. Além disso, para cada intervalo de tempo, metade das 

células foi tratada com o ligante de PPAR rosiglitazona a fim de verificar se tal 

tratamento influencia de alguma forma na expressão do receptor nuclear. 

Para isso, foram plaqueadas 5x105 células em seus respectivos meios de 

cultura em placas de 6 poços (Sarstedt) visando obter uma boa confluência no dia 

seguinte. Metade dos poços foi então tratada com o ligante na concentração final de 
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10 μM. Dois poços (um sem e um com tratamento) foram coletados após 24, 36 e 48 

horas, visando verificar a expressão do receptor, na ausência e presença do ligante, 

em diferentes intervalos de tempo.  

As células foram coletadas utilizando tripsina a 37ºC por determinados 

intervalos de tempo, de acordo com o tipo celular, e transferidas para tubos cônicos, 

onde foram lavadas com PBS (137 mM NaCl; 2.7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 1.8 

mM KH2PO4) e centrifugadas por 5 minutos, com velocidades variando de 1200 a 

1500 rpm. Em seguida, o pellet de células foi lisado com tampão de lise para 

western blot (50 mM Tris pH 8.0; 150 mM NaCl; 0,1% Dodecil Sulfato de Sódio 

(SDS); 1% Triton X-100; 1x Coquetel Inibidor de Protease (CIP); 12,5 mM β-

glicerofosfato e 0,2 mM DL- Dithiothreitol (DTT)), a 4ºC por 30 minutos, sendo o tubo 

agitado em um vortex a cada 5 minutos para ajudar na lise. Cada amostra foi 

transferida então para minitubos de centrífuga (eppendorfs) e centrifugada por 20 

minutos a 14000 rpm a 4ºC. Um novo pellet foi formado, contendo restos celulares 

como DNA e membranas, enquanto as proteínas permanecem no sobrenadante, 

que é transferido para um novo tubo. O sobrenadante é chamado de extrato de 

proteínas.  

Para quantificar as proteínas presentes no extrato total celular, foi 

utilizado o método do ácido bicinchonínico (BCA) utilizando o kit Pierce™ BCA 

Protein Assay (Thermo Scientific). Trata-se de um método colorimétrico que 

quantifica proteínas totais em uma amostra. Este método combina a redução de 

Cu2+ para Cu1+ pelas proteínas em meio alcalino (reação do biureto) com a detecção 

colorimétrica e altamente sensível do cátion cuproso (Cu1+) por um único reagente, 

contendo o ácido bicinchonínico. O produto de reação de coloração roxa é formado 

pela quelação de duas moléculas de BCA com um íon cuproso. Este complexo exibe 

uma alta absorbância em 562 nm, valor utilizado no leitor de placa, que é linear com 

o aumento da concentração de proteínas em uma faixa de 20 a 2000 μg/mL. As 

absorbâncias obtidas são plotadas em um gráfico com base em uma curva padrão 

de concentrações crescentes conhecidas de uma proteína, no caso a albumina de 

soro bovino, previamente quantificada pelo mesmo método, e assim são obtidas as 

concentrações de cada amostra (THERMO SCIENTIFIC).  
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Após quantificação e anotação das respectivas concentrações, foi 

adicionado tampão Laemmli com β-mercaptoetanol para uma concentração final de 

1x em cada amostra. As mesmas foram fervidas a 95ºC visando a desnaturação das 

proteínas e, então, guardadas a -20ºC.  

Para iniciar o western blot, foram aplicados volumes relativos a 50 μg de 

extrato total em cada canaleta de um gel SDS-PAGE 12% obedecendo a ordem de 

coleta dos extratos, primeiro sem tratamento com ligante, seguido das amostras 

tratadas com ligante. O marcador de peso molecular utilizado foi o Page Ruler 

Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). A eletroforese foi realizada em cerca 

de 110V até a visualização da saída do tampão de amostra do gel.  

Cada gel foi transferido para uma membrana de nitrocelulose em sistema 

semi-dry utilizando o aparelho Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (BIO-RAD). 

Para montagem do “sanduíche” de transferência, o papel filtro é previamente imerso 

em tampão de transferência (24 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS e 20% metanol, 

em pH 7,5). A ordem de montagem do sanduíche no aparelho é: papel filtro – 

membrana – gel – papel filtro. A transferência é realizada com amperagem 

constante que varia de acordo com o número de sanduíches e o tempo total é de 1 

hora e 20 minutos. Para a transferência para uma única membrana a amperagem 

ideal é de 80 mA. Após a transferência, a ocorrência da mesma é verificada com a 

imersão da membrana em Ponceau S (Sigma Aldrich), um corante de proteínas. 

Visto que a transferência foi bem sucedida, prossegue-se para a etapa de bloqueio. 

O bloqueio foi feito utilizando 5% de leite desnatado (m/v) em tampão 

TBS-T 0,1% T (50 mM Tris-Cl, pH 7.5; 150 mM NaCl; 0,1% Tween- 20), por duas 

horas, em temperatura ambiente. Esta etapa é feita a fim de bloquear ligações 

inespecíficas entre a membrana e o anticorpo primário. Para isso, é necessário 

preencher todo o espaço disponível na membrana, exceto aquele onde já estão as 

proteínas transferidas, com outras proteínas, no caso as proteínas do leite. Após o 

bloqueio, cada membrana é lavada com tampão TBS-T por três vezes de 5 minutos. 

Em seguida, é adicionado o anticorpo primário, no caso o anti-PPAR (Cell Signaling 

#2435) na concentração 1:1000 diluído em TBS-T e 0,02% de azida sódica. Como 

controle de carregamento (loading) foi utilizado o anticorpo primário anti-GAPDH 
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(Abcam ab9484) também na concentração 1:1000 diluído em BSA 3% em TBS-T. 

Cada membrana foi incubada overnight a 4ºC.  

No dia seguinte, cada membrana é lavada três vezes com TBS-T e é 

adicionado o respectivo anticorpo secundário fusionado à peroxidase (diluído em 

solução de bloqueio) por 1 hora à temperatura ambiente. Para as membranas 

incubadas com anti-PPAR o anticorpo secundário utilizado foi o IgG anti-rabbit 

(Sigma Aldrich) 1:10000. Já para as membranas recortadas para incubação com 

anti-GAPDH, o anticorpo secundário foi o IgG anti-mouse (Calbiochem). A incubação 

é feita a temperatura ambiente por uma hora e então as membranas são novamente 

lavadas três vezes por 10 minutos antes da revelação. 

Para revelar, a membrana é incubada com Kit Amersham ECL Prime 

Western Blot Detection Reagent (GE Life sciences), de acordo com instruções do 

fabricante. Utilizou-se câmera CCD para detectar a quimiluminescência proveniente 

do anticorpo secundário. Para a quantificação das bandas foi utilizado o software 

ImageStudio Lite (LI-COR). Nessa quantificação é atribuído um valor de intensidade 

para cada banda de WB. Normalizamos todas as bandas pelo controle de 

carregamento, uma vez que este é uma proteína referente a um gene de expressão 

constitutiva em células (housekeeping). Utilizando o Microsoft Excel, estes valores 

foram plotados em gráficos de colunas para visualização e possível comparação da 

expressão do PPAR em diferentes intervalos de tempo e condições.  

4.3. Superexpressão de PPAR pelo método de transfecção 

Depois de confirmado que as linhagens a serem utilizadas expressavam 

níveis endógenos de PPAR, partiu-se para a superexpressão deste receptor, 

visando conseguir um maior número de interações nos experimentos de 

imunoprecipitação (IP), além da necessidade técnica da cauda FLAG fusionada ao 

PPAR superexpresso para realizar tais experimentos, utilizando resina anti-FLAG 

(Sigma Aldrich) para purificar os complexos. 

Inicialmente foi feita a superexpressão pelo método de transfecção 

utilizando fosfato de cálcio na linhagem 293T. Para garantir que a coleta dos 

extratos celulares, a serem utilizados posteriormente em experimentos de IP, fossem 

feitas em momentos de maior expressão da proteína de interesse, foi feito um teste 
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temporal de superexpressão do PPAR. Para isso, 3,5x105 células foram 

plaqueadas em cada poço de uma placa de seis poços, atingindo uma confluência 

de aproximadamente 60% após 24 horas.  

Prosseguiu-se então com a transfecção das células com o plasmídeo 

pLVIG (plasmídeo lentiviral Ires-GFP) contendo o gene do PPAR fusionado a uma 

cauda FLAG N-terminal, seguido da sequência IRES (Sítio Interno de Entrada de 

Ribossomo) e do gene da proteína verde fluorescente (GFP – Green Fluorescent 

Protein), sob a ação do mesmo promotor. Dessa forma, quando o promotor está 

ativo, dois RNAs mensageiros são transcritos separadamente, um contendo o 

FLAG-PPAR e o outro, GFP. Se for observado GFP intracelular utilizando 

microscópio de fluorescência, então FLAG-PPAR também foi produzido. É um 

plasmídeo muito útil no caso da transfecção transiente, de forma que se temos GFP 

visível por microscopia de fluorescência, temos a certeza que o PPAR também foi 

expresso. 

Foram feitas seis reações separadas em tubos de centrífuga individuais, 

um para cada poço da placa. O DNA plasmidial na concentração final de 40 mg/mL 

foi misturado ao tampão Tris-EDTA 0.1x pH 8.0 (1 mM Tris-HCl; 0.1 mM EDTA) no 

volume final de 87,5 µL por poço. Em seguida, adicionou-se 93,75 µL da solução de 

HBS 2x pH 6.95 (280 mM NaCl; 10 mM KCl; 1.5 mM Na2HPO4.2H2O; 12 mM 

dextrose; 50 mM HEPES) para uma concentração final de 1x e, por último 125 µM 

de CaCl2 2 M . As reações foram incubadas por 23 minutos em temperatura 

ambiente, e depois, pipetadas delicadamente nos poços contendo meio de cultura e 

células na confluência correta. Esta reação precipita o DNA de forma a facilitar sua 

entrada na célula. O DNA só vai atravessar a membrana durante a fase de mitose, 

por isso é importante a confluência média da placa.  

Após quatro horas de transfecção, foi feito o tratamento com 10 μM de 

rosiglitazona em três dos seis poços. As coletas dos extratos celulares foram feitas 

em 24, 36 e 48 horas após o tratamento com o ligante, da mesma forma que para os 

testes temporais endógenos, sendo coletados sempre dois poços por vez (um sem e 

um com tratamento com ligante).  Para verificar o sucesso na transfecção, foi feito 

um western blot da mesma forma que o anterior (para níveis endógenos, item 4.2), 

esperando obter níveis de expressão maiores que o endógeno.  



42 
 

 
 

O mesmo método foi tentado para as células da linhagem MCF7, a 

primeira linhagem celular de câncer de mama conseguida pelo grupo de pesquisa, 

sempre sem sucesso, como será descrito adiante.  Foram feitas ainda tentativas de 

transfecção das células MCF7 utilizando lipofectamina, método no qual a confluência 

inicial das células deve ser de 70 a 90%.  

Neste método, após o plaqueamento e obtenção das células na 

confluência ideal, o meio DMEM completo (com soro e antibióticos) é retirado e 

substituído por DMEM incompleto (sem soro e antibióticos). De acordo com 

instruções do fabricante do reagente Lipofectamine 2000 (Thermo Scientific), são 

separados dois tubos: o primeiro, contendo o DNA diluído em meio incompleto, e o 

segundo contendo lipofectamina diluída em meio incompleto. A razão 

DNA(μg):lipofectamina(μL) utilizada foi 1,5:2. Após 5 minutos de incubação, o 

conteúdo do primeiro tubo é adicionado ao segundo e aguarda-se 20 minutos antes 

de adicionar o complexo às células. Após 4 horas de transfecção, o meio é trocado 

novamente para meio completo e, neste momento, faz-se o tratamento com o 

ligante, se necessário. As tentativas de transfecção utilizando lipofectamina também 

não funcionaram para a linhagem MCF7, como será descrito posteriormente. 

 Desta forma, para prosseguir com os mesmos estudos em células de 

câncer de mama, viu-se a necessidade de utilizar outro método de superexpressão: 

a transdução utilizando vetores virais, buscando produzir uma linhagem de MCF7 

que expressasse níveis elevados estáveis de PPAR. Para isso, foi necessário 

clonar o gene do PPAR fusionado à cauda FLAG em um vetor retroviral, o pBABE-

puro.  

4.4. Subclonagem do gene do PPAR no vetor retroviral pBABE-

puro 

O vetor retroviral pBABE-puro, doado pelo Dr. Marcio Bajgelman, foi o 

plasmídeo escolhido para a clonagem e produção do vetor viral. 

O gene PPAR (fusionado à cauda FLAG N-terminal) estava no vetor de 

expressão em células de mamífero pCDNA-Flag.  Através de reação em cadeia da 

polimerase (PCR), este foi amplificado com os seguintes primers: 
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Primers PPAR 

Forward 5’ GTCGACATGGACTACAAAGACG 3’ 

Reverse 5’ GCGGCCGCATACTAGTACAAGTC 3’ 

 

Após a amplificação e purificação do inserto, este foi então ligado no vetor 

intermediário pGEM-T (Promega) 4ºC overnight. Células competentes de 

Escherichia coli (DH5α) foram transformadas com o produto da reação de ligação e, 

em seguida, foram extraídos os plasmídeos de colônias brancas escolhidas na 

placa. 

 Para certificar a presença da construção correta (PPAR-pGEM-T) 

nestas colônias foi feita uma análise de restrição utilizando as enzimas BglII (Thermo 

Scientific) e NdeI (New England Biolabs), que clivam o gene do PPAR e o vetor 

pGEM-T, respectivamente, além de uma PCR utilizando um primer Forward que se 

anela na região promotora do vetor (T7) e o primer Reverse do inserto. Seguiu-se 

com o sequenciamento do DNA plasmidial das colônias positivas para ambos os 

experimentos e, após confirmadas, as mesmas foram digeridas com SalI (Jena 

Bioscience) que reconhece um sítio na região 5’ e um na 3’ do inserto. O vetor 

pBABE-puro foi digerido com a mesma enzima e desfosforilado.  

A reação de desfosforilação é realizada com a enzima fosfatase alcalina 

(Promega), que remove os fosfatos nas extremidades 5’ prevenindo a 

recircularização do vetor. Para realizar este procedimento dilui-se a enzima em seu 

tampão para uma concentração final de 0,01 u/μL e utiliza-se 0,01 u da enzima para 

cada pmol de extremidades de DNA (1 μg de 1000 pb de DNA = 1,52 pmol de DNA 

= 3,03 pmol de extremidades de DNA). O DNA a ser desfosforilado é purificado por 

precipitação com etanol e então a reação é montada com o volume apropriado de 

enzima e o respectivo tampão. A reação é incubada a 37ºC por 30 minutos e em 

seguida adiciona-se a mesma quantidade de enzima novamente e prossegue-se 

com outra incubação. A reação é parada a 65ºC e o produto purificado com o kit de 

purificação de produtos de PCR (QIAGEN).  
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As amostras digeridas e desfosforiladas foram aplicadas em gel de 

agarose e as respectivas bandas foram purificadas do gel. O inserto foi ligado ao 

vetor pBABE-puro a 4ºC overnight e o produto da ligação foi utilizado para a 

transformação de células DH5α. Para confirmar a presença da construção correta 

(PPAR-pBABE-puro), foi feita uma análise de restrição para cada colônia utilizando 

a enzima EcoRI (Thermo Scientific), que cliva o gene do PPAR e o vetor pBABE, 

gerando bandas com cerca de 800 pb e 5800 pb. 

Para confirmar a clonagem foi feita uma PCR das colônias positivas para 

a análise de restrição utilizando um primer Forward que se anela no vetor (pBABE 

Forward) em uma região próxima ao início do gene clonado e o primer Reverse do 

inserto, visando obter uma amplificação no tamanho correto apenas se o gene 

estiver inserido na orientação correta. 

Para certificar a sequência do clone, foi feito o sequenciamento do DNA 

deste e o resultado obtido foi alinhado nas ferramentas de bioinformática BLAST e 

Multalin. 

Após a confirmação do clone, este foi produzido em maior quantidade e 

uma alíquota do mesmo foi enviada ao Laboratório de Vetores Virais, conforme 

orientação do Dr. Marcio Bajgelman, para produção do vetor retroviral. 

4.5. Transdução do vetor retroviral PPAR-pBABE nas linhagens 

celulares MCF7 e MCF10A e estabelecimento da linhagem 

permanente 

Os vírus contendo os vetores retrovirais pBABE foram produzidos no 

Laboratório de Vetores Virais (LVV), instalado no LNBio sob coordenação do Dr. 

Márcio Bajgelman. Células das linhagens MCF10A e MCF7 foram plaqueadas em 

placas de seis poços na quantidade de 3x105 células por poço, o que gerou uma 

confluência de aproximadamente 50% em 24 horas. Os vírus foram transduzidos 

nestas células em quantidades de 100 μL e 1000 μL por poço; juntamente com o 

adjuvante polibreno, que é um policátion que reduz a repulsão por carga entre o 

vírus e a membrana celular; e meio DMEM em quantidade suficiente para completar 

o volume de 1 mL.  Como controle negativo foi utilizado um poço sem adição de 
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vírus, e como controle positivo um poço onde foi adicionado o vetor retroviral pBABE 

fechado sem PPAR clonado. 

Após 48 horas de transdução o meio dos poços foi trocado por DMEM 

suplementado com insulina e adicionado 1 μg/mL do antibiótico puromicina, capaz 

de selecionar as células transduzidas, uma vez que o vetor viral pBABE possui 

resistência a este antibiótico. Para escolher a concentração de puromicina a ser 

utilizada para selecionar as células foi feita previamente uma curva de morte com as 

linhagens não-transduzidas. Verificou-se que a concentração de 2 μg/mL era capaz 

de matar todas as células do poço em três dias. 

Passados três dias, todas as células dos poços de controle negativo 

haviam morrido e os outros poços foram cultivados com o meio adequado, 

suplementado com puromicina, e expandidos até que houvesse células suficientes 

para fazer o western blot e também para congelar. O western blot foi feito com a 

intenção de verificar se as células selecionadas realmente estavam 

superexpressando a proteína em questão. Este procedimento foi realizado da 

mesma forma que os westerns blots anteriores e os níveis de expressão foram 

comparados aos níveis de expressão endógena nas mesmas linhagens. 

4.6. Imunoprecipitação (IP) 

Primeiramente, foram realizados testes piloto de imunoprecipitação do 

PPAR em 293T a partir de quatro placas de 100 mm, uma para cada condição a ser 

testada: 293T superexpressando FLAG-PPAR sem tratamento com ligante, 293T 

superexpressando FLAG-PPAR tratada com ligante, e controles 293T não-

transfectada sem e com tratamento. O método de superexpressão utilizado foi a 

transfecção transiente, utilizando o plasmídeo pLVIG contendo FLAG-PPAR. A 

imunoprecipitação das proteínas é realizada utilizando um kit comercial que tem 

afinidade pela cauda FLAG, descrito adiante. 

Após a confirmação da IP piloto, foram feitos três experimentos 

independentes de IP do PPAR. Nestes foram utilizadas doze placas de 100 mm de 

cultura celular da linhagem 293T em cada experimento, sendo três para cada uma 

das quatro condições. O tratamento com o ligante agonista de PPAR em metade 

das placas foi feito no intuito de obter proteínas parceiras que interajam com o 



46 
 

 
 

PPAR na condição ativado, e também observar se há mudança nas vias que o 

receptor participa, devido à presença do ligante. A triplicata biológica aumenta a 

chance de encontrar mais complexos proteicos interactores do PPAR, até os menos 

abundantes. O controle negativo é feito para eliminar as interações inespecíficas da 

IP. 

Seis das doze placas foram transfectadas, pelo método do fosfato de 

cálcio, com o plasmídeo pLVIG contendo FLAG-PPAR. Após quatro horas, três das 

seis placas transfectadas foram tratadas com o ligante rosiglitazona na concentração 

final de 10 μM. Como controle foram utilizadas as outras seis placas de extrato de 

293T não transfectadas, sendo três tratadas com o ligante e três não.  

Foi observada a presença da coloração verde fluorescente das células 

transfectadas no microscópio de fluorescência, certificando assim a expressão de 

FLAG-PPAR, por meio da expressão de GFP sob a ação do mesmo promotor, 

antes de prosseguir com a IP.  

Para coletar as células e obter o extrato proteico, estas foram coletadas e 

lavadas três vezes com PBS em tubos cônicos, centrifugadas a 1500 rpm por 5 

minutos a 4ºC. Em seguida as células foram lisadas com tampão de lise High Salt 

Buffer (HSB – 50 mM Tris-HCl pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% Triton X-100), 

capaz de lisar o núcleo das células, liberando assim proteínas ali presentes, por 20 

minutos a 4ºC, sendo vortexadas a cada 5 minutos para auxiliar a lise. Cada extrato 

foi então transferido para minitubos de centrífuga e centrifugados a 14000 rpm, por 

20 minutos, a 4ºC e o sobrenadante (extrato proteico) foi transferido para novos 

tubos.  

O extrato proteico foi quantificado utilizando o kit Pierce™ BCA Protein 

Assay (Thermo Scientific), como descrito anteriormente. Foram separados ao menos 

50 μg de extrato para a análise por western blot, sendo esta alíquota referente ao 

input da IP. O restante foi adicionado a aproximadamente 40 μL de resina 

empacotada ANTI-FLAG M2 Affinity Gel (Sigma Aldrich), previamente lavada com 

tampão TBS. A cauda FLAG fusionada ao PPAR tem afinidade por esta resina 

ANTI-FLAG e o experimento foi realizado segundo instruções do fabricante. Os 

tubos contendo resina juntamente com o extrato proteico foram submetidos à 
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rotação suave, a 4ºC, por aproximadamente 16 horas (overnight). No dia seguinte, o 

flow through (FT), extrato que passa pela resina sem se ligar a ela por falta de 

afinidade, foi retirado por centrifugação a 800 g, por 1 minuto, a 4ºC e a resina foi 

lavada por três vezes com tampão TBS nestas mesmas condições de centrifugação. 

Todas as lavagens foram coletadas. 

As amostras são então eluídas utilizando peptídeo FLAG na concentração 

100 μg/mL diluído em 100 μL de TBS. Este peptídeo tem maior afinidade pela resina 

do que a cauda FLAG fusionada ao PPAR e, desta forma, o PPAR e todo o 

complexo de proteínas interactoras ligadas a ele é liberado. A eluição é feita com a 

adição do peptídeo FLAG e incubação sob leve rotação por 3 horas a 4ºC e as 

amostras são então centrifugadas a 500 g por 2 minutos a 4ºC para coleta dos 

complexos.  

Após a eluição foi feito um western blot utilizando amostras de “input” 

(extrato inserido na resina), “flow through” (FT – extrato que passa pela resina sem 

se ligar à ela), lavagem 1 (L1 – primeira lavagem) e eluição, para cada condição 

imunoprecipitada. O anticorpo utilizado para detecção do PPAR foi o anti-PPAR 

(#2435 Cell Signaling) ou o anti-FLAG (Sigma Aldrich).  

O mesmo foi feito posteriormente para as linhagens transduzidas PPAR-

MCF7 e PPAR-MCF10A. 

Após certificação da imunoprecipitação por western blot, as amostras 

eluídas são analisadas por espectrometria de massas (LC-MS/MS).  

4.7. Padronização de IP endógena em linhagens de câncer de 

mama 

Na intenção de buscar complexos de interação endógenos de PPAR em 

linhagens de câncer de mama, foi tentada a IP endógena deste receptor nuclear 

nestas linhagens. A IP endógena foi tentada primeiramente para as linhagens 

MCF10A e MDA-MB-436, as quais expressam uma boa quantidade de PPAR 

endógeno, em experimentos piloto. Para isso, duas placas de 100 mm de cada uma 

das linhagens foram cultivadas com seus respectivos meios até atingir confluência 

total e depois lisadas utilizando o tampão HSB e quantificadas. 
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Foram testados dois protocolos de IP endógena, um do Laboratório de 

Espectrometria de Massas (MAS) do LNBio (Protocolo 1) e um protocolo da Cell 

Signaling, empresa que produz o anticorpo utilizado na resina (Protocolo 2). Em 

ambos os protocolos foi utilizada a resina de proteína A sepharose (Sigma Aldrich) 

que é depois conjugada ao anticorpo específico para o PPAR (#2443 Cell 

Signaling). Para o controle negativo, foi utilizada a mesma quantidade de proteína 

IgG não-imune de coelho (SantaCruz, sc-2027). 

Para Protocolo 1, foi feito primeiramente uma etapa de pré-clearing a fim 

de excluir proteínas que interajam inespecificamente com a resina. Para cada 

linhagem, 40 μL de proteína A sepharose (Sigma Aldrich), aproximadamente 20 μL 

de resina empacotada, são lavados com 400 μL de TBS-T a 1000 g e 4ºC por 1 

minuto. Aproximadamente 500 μg de extrato proteico são então adicionados à resina 

e submetidos à rotação orbital, a 4ºC, por uma hora. Os minitubos são centrifugados 

a 1000 g e 4ºC, por 1 minuto, e o sobrenadante é o extrato proteico que não interage 

inespecificamente com a resina.  

A segunda etapa do Protocolo 1 é a preparação da resina. Nesta etapa 

são adicionados 60 μL de resina de proteína A sepharose, aproximadamente 30 μL 

de resina empacotada, em novos minitubos de centrífuga e estes são lavados com 

600 μL de TBS-T, nas mesmas condições de centrifugação. O sobrenadante é 

retirado e são adicionados 200 μL de TBS-T e 4 μg do anticorpo específico para 

imunoprecipitar o PPAR (#2443 Cell Signaling). A resina com o anticorpo é 

incubada sob agitação em orbital por 1 hora, a 4ºC, a fim de que a porção Fc do 

anticorpo se ligue especificamente à proteína A sepharose (THERMO SCIENTIFIC, 

1999), formando então uma resina com afinidade ao PPAR capaz de capturar o 

receptor e os complexos de proteínas que interagem com ele. O extrato proteico que 

passou pelo “pré-clearing” é então adicionado a esta resina e incubado overnight 

sob agitação em orbital a 4ºC. 

No dia seguinte o extrato que não se ligou a resina (Flow Through – FT) é 

coletado após centrifugação a 1000 g, a 4ºC, por 1 minuto. Foram feitas então seis 

lavagens com 600 μL de TBS-T nas mesmas condições de centrifugação. Para a 

eluição são adicionados 30 μL de tampão Laemmli 4x com β-mercaptoetanol e as 
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amostras são fervidas a 95ºC, por 5 minutos, e depois centrifugadas para baixar a 

resina. 

No protocolo da Cell Signaling (Protocolo 2) também é feita a etapa de 

Pré-clearing do extrato proteico. Para a imunoprecipitação, este extrato proteico é 

adicionado a 4 μg de anticorpo diluídos TBS-T e é feita a incubação  overnight sob 

agitação em orbital a 4ºC, a fim de maximizar o número de ligações entre moléculas 

de PPAR e o respectivo anticorpo. No dia seguinte, este extrato incubado com o 

anticorpo é adicionado à proteína A, previamente lavada com TBS-T, e é feita então 

uma nova incubação de 2 horas, à 4ºC, sob agitação em orbital, visando a ligação 

da porção Fc do anticorpo à proteína A sepharose da resina.  

São coletadas as amostras de FT e lavagem, assim como no primeiro 

protocolo, e a eluição é feita da mesma maneira: adição de tampão Laemmli 4x com 

β-mercaptoetanol, fervura a 95ºC por 5 minutos e centrifugação. 

As amostras eluídas foram aplicadas em gel SDS-PAGE e submetidas à 

eletroforese. As bandas na altura do PPAR foram recortadas, preparadas e 

submetidas à espectrometria de massas, visando obter peptídeos referentes ao 

receptor nuclear, uma vez que este foi imunoprecipitado com anticorpo específico, 

validando assim a metodologia utilizada antes de realizá-la em maior escala e para 

um maior número de linhagens celulares.  

4.8. Espectrometria de massas (LC-MS/MS) 

Esta etapa do trabalho foi realizada na facility Laboratório de 

Espectrometria de Massas (MAS) do LNBio, sob coordenação da Dra. Adriana Paes 

Leme. 

Para preparação das amostras para espectrometria de massas, foi 

tentado primeiramente um protocolo de digestão em solução, já que as eluições são 

soluções compostas por uma mistura complexa de proteínas. Primeiramente as 

amostras digeridas são testadas no equipamento Q-TOF, para verificação da 

qualidade das amostras. Como foi detectada uma alta quantidade de detergente nas 

amostras do primeiro experimento, capaz de prejudicar o equipamento LTQ Orbitrap 

Velos (Thermo Scientific), que é mais sensível, foi decidido então realizar o protocolo 
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de digestão em gel, capaz de remover todo o detergente ali presente, evitando 

problemas.  

Para isso, as amostras eluídas foram aplicadas em gel SDS-PAGE 12% 

para separação por tamanho dos complexos proteicos presentes na eluição.  

Para a imunoprecipitação piloto endógena de PPAR em MCF10A e 

MDA-MB-436 o gel foi corado com nitrato de prata, usando um protocolo 

disponibilizado pelo grupo MAS do LNBio. Por se tratar de um experimento piloto, 

isto é, feito no intuito de verificar se os protocolos funcionam, apenas as bandas em 

tamanhos próximos ao do PPAR foram recortadas e digeridas, tanto para as 

amostras, como para os controles negativo com IgG normal. Isso foi feito visando 

obter peptídeos referentes ao PPAR nas bandas das amostras e não nos controles, 

o que indicaria que o protocolo funcionou, já que o PPAR deve aparecer em boa 

quantidade por se ligar às moléculas de anticorpo anti-PPAR na resina.  

Para a imunoprecipitação após superexpressão de PPAR o gel foi 

corado com corante Coomassie Blue (0,2% de azul de bromofenol, 20% de glicerol e 

100 mM de Tris-HCl pH 6,8) e, posteriormente descorado com solução descorante 

(30% de metanol e 10% de ácido acético).  Cada canaleta foi dividida igualmente em 

oito pedaços, de acordo com o padrão de massa molecular, e os mesmos foram 

recortados visando conseguir proteínas constituintes do complexo de interação de 

todos os tamanhos disponíveis. O mesmo padrão de recorte foi seguido para os três 

experimentos independentes. No total foram recortados 32 pedaços de gel por 

experimento. As 32 amostras obtidas após o recorte do gel de cada experimento 

foram separadas em diferentes minitubos e digeridas para posterior análise através 

de espectrometria de massas (LC-MS/MS).  

O protocolo utilizado para a digestão em gel foi disponibilizado pela facility 

de Espectrometria de Massas do LNBio. Trata-se de um protocolo modificado de 

(SHEVCHENKO et al., 1996). 

Neste protocolo, primeiramente as bandas recortadas do gel foram 

descoradas com a adição de solução destain (2,5% ácido acético em 50% metanol), 

capaz de remover o SDS presente no gel. Em seguida é feita a desidratação das 

amostras retirando a solução de destain e adicionando acetonitrila. As amostras são 
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então reduzidas adicionando-se uma solução de 10 mM de DTT. Em seguida é feita 

a alquilação das amostras adicionando 50 mM de iodoacetamida. As bandas de gel 

são então lavadas com 100 mM bicarbonato de amônio e, em seguida, novamente 

desidratadas com acetonitrila. Reidrata-se o gel com 100 mM bicarbonato de amônio 

e é feita a desidratação novamente com acetonitrila 100%. É adicionada então uma 

solução de tripsina (Promega) a 20 ng/μL e as amostras são incubadas em gelo por 

30 minutos, absorvendo a tripsina. O excesso da enzima é retirado e os pedaços de 

gel cobertos com 50 mM bicarbonato de amônio. A digestão é feita com a incubação 

destas amostras a 37ºC overnight.  

No dia seguinte, é adicionada a solução de extração 1 (ácido fórmico 5% 

em água purificada) em cada uma das amostras e incubado por 10 minutos. Após 

spin rápido, o sobrenadante de cada amostra é coletado e passado para novos 

tubos. Nos tubos anteriores contendo resquícios do gel é adicionada a solução de 

extração 2 (5% ácido fórmico em 50% acetonitrila) e incubado por 10 minutos. Após 

spin rápido, o sobrenadante é coletado e adicionado aos tubos previamente 

separados (que já contêm o extrato do passo anterior). Este passo da solução de 

extração 2 é repetido.  

As amostras são totalmente secadas em evaporador e depois 

ressuspendidas em 1% ácido fórmico e então é iniciado o protocolo de Stage Tips 

C18 (RAPPSILBER et al., 2007) também disponibilizado pelo Laboratório de 

Espectrometria de Massas. Este protocolo é realizado para a retirada dos sais e 

garantia de melhor qualidade das amostras. Para isso, foram montadas pequenas 

colunas utilizando ponteiras amarelas e membranas de C18 (EMPORE ™ - 3M). 

Cada coluna é montada em um novo minitubo de centrífuga de 1,5 mL. Após cada 

passo é feita uma centrifugação a 3500 rpm por 2 minutos em temperatura 

ambiente. Primeiro, as colunas são condicionadas com metanol e depois 

equilibradas com 0,1% ácido fórmico duas vezes. As amostras são então carregadas 

uma em cada respectiva coluna, totalizando 32 colunas por experimento. Após esta 

centrifugação, as amostras que passaram são coletadas e novamente carregadas 

na coluna visando não deixar passar nenhum peptídeo digerido. O que passou é 

então descartado e são feitas 10 lavagens com 0,1% ácido fórmico. Após a última 
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lavagem, é feita a eluição das amostras utilizando 0,1% ácido fórmico em 80%  

acetonitrila e as amostras são secas com vácuo e congeladas a -20ºC.  

Para aplicação das amostras no espectrômetro de massas, as mesmas 

são ressuspendidas em 0,1% ácido fórmico em um volume que varia de acordo com 

a quantidade de proteínas observadas previamente no gel corado. As amostras são 

então transferidas para vials (Waters). 

Uma alíquota de 4,5 μL foi analisada no espectrômetro de massas LTQ 

Orbitrap Velos ETD (Thermo Scientific) conectado ao sistema EASY-nLC (Proxeon 

Biosystem) por uma fonte de íon nanoelectrospray. Os peptídeos foram separados 

em um gradiente de acetonitrila de 2 a 90% em ácido fórmico 0,1%, utilizando a 

coluna analítica PicoFrit Column (20 cm x ID 75 μm, 5 μm de tamanho de partícula - 

New Objective) em um fluxo de 300 nL/min por 85 minutos. A voltagem do 

nanoelectrospray foi ajustada para 2,2 kV e a temperatura da fonte para 275ºC. 

Todos os métodos nos instrumentos foram ajustados no modo de aquisição 

dependente de dados e a fragmentação foi do tipo CID (dissociação induzida por 

colisão). A resolução do equipamento foi de 60000 e os picos mais intensos foram 

fragmentados por CID com energia de colisão normalizada de 35%. Para a obtenção 

do MS2, os íons deveriam ter pelo menos 1000 contagens com exclusão dinâmica 

de 60 segundos.  

O processamento dos dados foi feito utilizando o software Proteome 

Discoverer (Thermo Fisher Scientic) e as buscas foram realizadas utilizando o banco 

de dados Human International Protein Database (IPI) v.3.72 (86392 sequências; 

35093930 resíduos). Neste software são inseridos os dados provenientes da corrida 

de cada uma das oito bandas digeridas de cada condição para cada um dos três 

experimentos no espectrômetro de massas. O modo de processamento escolhido foi 

o Batch Processing com MudPit, que agrupa as 8 bandas de cada condição, 

gerando dados separadamente para cada uma delas, totalizando quatro condições 

para cada experimento. O banco de dados utilizado foi atualizado em 17/03/2016, 

indicando que os dados dos peptídeos buscados são atuais. Os dados são 

exportados para uma única tabela no Microsoft Excel que contém todos os 

peptídeos encontrados. 
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4.9. Análise dos dados de IP obtidos por LC-MS/MS 

A tabela de todos os peptídeos encontrados nas diferentes amostras 

corridas em LC-MS/MS foi analisada de forma a subtrair todos os peptídeos 

encontrados no controle 293T sem transfecção de FLAG-PPAR da condição 293T 

superexpressando FLAG-PPAR, visando assim eliminar possíveis interações 

inespecíficas. Além disso, foram separados peptídeos que apareceram em dois ou 

mais dos três experimentos independentes para aumentar a reprodutibilidade dos 

dados, separando os que apareceram em apenas um experimento em uma lista a 

parte.  

4.9.1. Plataforma IIS (Integrated Interactome System) – 
anotação dos dados e construção das redes 
 

Para a anotação dos dados e construção das redes de interação, foi 

utilizada a plataforma Integrated Interactome System (IIS). Esta plataforma 

integrativa é capaz de agrupar os dados provenientes da imunoprecipitação em 

diferentes módulos: processamento, anotação, análise e visualização 

(CARAZZOLLE et al., 2014). Foram submetidas em formato “.txt” as listas com os 

UNIPROT IDs encontrados nas IPs, e selecionado o UNIPROT ID do PPAR 

(P37231) como isca. 

 O primeiro módulo utilizado na plataforma foi o Submission, onde foi feito 

o upload das listas de proteínas. Em seguida, no módulo Annotation foram 

cadastrados todos os peptídeos encontrados nos experimentos, de acordo com 

várias bases de dados (CDD, Prosite, SwissProt, HPA, DisEMBL, PDB, Gene 

Ontology, entre outras). Por último, no módulo Interactome, todas as interações 

foram submetidas a um blast contra o banco de dados Global Protein-Metabolite-

Gene-Drug Interaction Data Bank (GPMGDID), construído pelo agrupamento dos 

bancos de dados BioGRID, Intact, DIP, MINT, HPRD, HMDB, YMDB, ECMDB e 

Drugbank, e as novas interações foram adicionadas na rede que foi construída a 

partir destes dados. Este módulo gera um arquivo .XGMML que pode ser importado 

no software Cytoscape, utilizado para visualização e construção das redes de 

interactoma.  

 

http://www.uniprot.org/uniprot/P37231
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4.9.2. Software Cytoscape – visualização e construção do 

interactoma 
 

A partir dos dados provenientes da plataforma IIS, é gerada uma rede de 

interação no formato XGMML contendo todas as anotações e estas podem ser 

visualizadas no Cytoscape. Este software é uma plataforma aberta que permite a 

visualização de todas as interações encontradas entre a isca e as proteínas 

presentes nos extratos celulares (presas) (CARAZZOLLE et al., 2014; SHANNON et 

al., 2003).  

Os plug-ins existentes no software permitem a organização dos dados por 

diferentes métodos de visualização. As proteínas interactoras obtidas nas IPs foram 

organizadas de acordo com o Top Enriched Biological Process-TEBP, proveniente 

da plataforma Gene Ontology (GO) (GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2015). 

Desta forma, foram separadas em círculos as proteínas que estavam classificadas 

no mesmo processo biológico buscando novas vias onde o PPAR possa atuar. Foi 

feita também uma análise separando as proteínas encontradas de acordo com o 

compartimento celular em que atuam, no intuito de observar a participação de 

PPAR em compartimentos diferentes dos quais ele já tenha sido descrito. Além 

disso, pode-se visualizar quais interações são inéditas (em azul) e quais são 

provenientes de bancos de dados e já foram descritas na literatura (em verde), 

podendo reconhecer quais interações são novas e focar nestas nas etapas 

posteriores de confirmação das interações.  

4.9.3. Software MetaCore – principais vias, 
processos biológicos e doenças  
 

O software MetaCore foi utilizado para visualizar os processos biológicos 

e vias mais enriquecidas em cada rede de interações produzida. O MetaCore 

(Thomson Reuters) foi usado para analisar as vias mais comuns encontradas entre 

as proteínas interactoras, acessando o módulo “Pathway Maps”. Além disso, 

acessando o módulo “Disease Biomarker Networks” foi investigado se as proteínas 

encontradas como parceiras de interação do PPAR estão envolvidas no 

desenvolvimento e progressão de doenças. Esta análise permite a discussão da 

existência e importância da função da proteína estudada nestas doenças. 
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No capítulo 5 serão discutidos os principais resultados obtidos através do 

screening de novas interações entre o receptor nuclear PPAR e outras proteínas 

celulares na linhagem 293T. 

O campo de pesquisa em Sistemas Biológicos tem se tornado um grande 

foco de estudo nos últimos anos. Esse interesse pode ser atribuído à grande 

quantidade de dados gerados por genômica e proteômica disponíveis atualmente, à 

necessidade de entender sistemas celulares complexos ou doenças multifatoriais 

como câncer e síndrome metabólica e às tecnologias emergentes que permitem o 

screening em larga-escala (High-Throughput Screening) de misturas complexas de 

biomoléculas. No entanto, todo esse avanço não seria possível sem o 

desenvolvimento de ferramentas de bioinformática capazes de analisar a enorme 

quantidade de dados gerados (BRÜCKNER et al., 2009).  

No caso de proteínas com funções desconhecidas, técnicas que 

identificam redes de interação proteína-proteína, trazem informações importantes 

sobre quais seriam as funções dessas proteínas (CAUSIER, 2004). Tais redes de 

interação biológicas podem ser definidas como um conjunto de proteínas (ou genes) 

que foram ligados umas às outras de acordo com suas relações funcionais. 

Portanto, entender essas conexões em um dado sistema pode trazer hipóteses de 

como tal função pode ser coordenada pelas proteínas envolvidas nessa rede (GOH 

et al., 2012). Diferentemente do que é visto em processos biológicos, que 

representam sequências de moléculas direcionadas a um resultado final, como por 

exemplo uma cascata de sinalização, as redes de interação são sistemas 

interligados entre si (BONETTA, 2010). 

Screenings em larga-escala para a busca de interações físicas e 

genéticas entre proteínas têm revelado novas perspectivas para o estudo dos 

Sistemas Biológicos. A análise detalhada dessas interações pode trazer novos 

conhecimentos sobre funções de genes/proteínas e sobre a organização desta rede 

de interação celular. Com isso, a validação de alvos terapêuticos para o 

desenvolvimento de fármacos se torna mais fácil (CARAZZOLLE et al., 2014). 

Existem duas abordagens principais, efetivas e complementares para 

revelar estas redes de interação: o duplo-híbrido em levedura (y2h) e proteômica 
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baseada em espectrometria de massas (MS) (CAUSIER, 2004). Neste trabalho de 

mestrado foi utilizada a abordagem de proteômica baseada em MS, que trata de 

formações de complexos de proteínas com interações diretas ou indiretas (GAVIN et 

al., 2002).  

Como exemplo da aplicação desta técnica há um estudo publicado que 

relaciona a identificação e formação dos diversos complexos de transcrição, estáveis 

ou transientes, utilizando a técnica de proteômica baseada em MS. O estudo da 

transcrição na célula é muito relevante, uma vez que esse processo é baseado em 

uma rede de interações ordenadas entre diferentes complexos de proteínas. Além 

disso, muitas das proteínas envolvidas nesse processo só apresentam atividade 

quando em complexo com outras proteínas (MALOVANNAYA et al., 2010). 

5.1. Verificação da expressão endógena de PPAR em diferentes 

intervalos de tempo na linhagem 293T 

 
A técnica de western blot foi utilizada para verificar a ocorrência de 

expressão endógena de PPAR na linhagem 293T visando validá-la como bom 

modelo para a busca de interações entre o PPAR e outras proteínas.  

Pôde-se observar que a linhagem 293T expressa níveis endógenos de 

PPAR (Figura 4). A expressão de PPAR diminuiu conforme o tempo no caso das 

amostras não tratadas com o ligante, sendo menor em 48 horas neste caso. Já na 

presença do ligante, a expressão praticamente se mantém, alcançando maiores 

níveis em 48 horas. Assim, o ligante, de alguma forma, pode ser capaz de manter a 

expressão do receptor nuclear. 
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Figura 4. Níveis de expressão endógena de PPAR na linhagem 293T. À esquerda, 

western blot dos extratos celulares coletados em diferentes intervalos de tempo sem e após 

tratamento com o ligante rosiglitazona (R). À direita, quantificação da intensidade das bandas 

(ImageStudio LI-COR) em relação ao controle (GAPDH). 

 

5.2. Superexpressão de FLAG-PPAR em 293T 

Para obter um maior número de interações com outras proteínas, optou-

se por superexpressar o PPAR nas células das linhagens a serem 

imunoprecipitadas. O plasmídeo utilizado para a superexpressão foi o pLVIG (Figura 

5).  

  

Figura 5. Vetor lentiviral pLVIG. O gene de PPAR está clonado após o promotor UBIQ 

entre os sítios de restrição de NheI e XbaI. As regiões mais importantes do vetor estão destacadas: 

LTR, regiões que codificam genes necessários à formação do lentivírus; Promotor Ubiquitina, que 

dirige a expressão dos genes, AMP, gene que confere resistência à ampicilina quando expresso em 

Escherichia coli.; IRES-GFP, região de transcrição policistrônica do gene da proteína GFP.  

 

Observando o western blot, feito após a transfecção, coleta e lise das 

células, e a densitometria das bandas do mesmo (Figura 6), nota-se que houve 

grande diferença nos níveis de expressão após a transfecção, quando comparado 
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aos níveis endógenos, indicando que o receptor foi realmente superexpresso. O 

padrão de expressão nesta linhagem se manteve temporalmente e de acordo com o 

tratamento com ligante, quando comparamos as células não transfectadas e 

transfectadas, havendo apenas um aumento na taxa de expressão. Sem ligante, o 

PPAR tem sua expressão diminuída temporalmente, enquanto a presença do 

ligante é capaz de manter a expressão do receptor nuclear conforme o tempo. 

Considerando a questão temporal para ambas as condições, o PPAR parece ter 

uma melhor taxa de expressão entre 24 e 36 horas após a transfecção, intervalo que 

foi utilizado para a coleta das células para os ensaios de imunoprecipitação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 6. Comparação entre os níveis de expressão endógeno e após transfecção em 

293T. Os western blots à esquerda foram feitos a partir do teste temporal para verificar níveis de 

PPAR endógeno nas células da linhagem 293T em diferentes intervalos de tempo após tratamento 

com o ligante rosiglitazona (R) e do teste temporal para PPAR superexpresso nesta linhagem por 

transfecção, sob as mesmas condições. À direita estão os gráficos das quantificações da intensidade 

das bandas (ImageStudio LI-COR) em relação ao controle (GAPDH). 
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5.3. Imunoprecipitação (IP) de PPAR em 293T 

 

Após verificação da superexpressão de PPAR em 293T por microscopia 

de fluorescência e por western blot, as células nas condições transfectadas sem e 

com tratamento com ligante e não transfectadas sem e com tratamento com ligante 

(controles) foram lisadas e os extratos celulares imunoprecipitados utilizando a 

resina ANTI-FLAG M2 Affinity Gel (Sigma Aldrich).  

Após a eluição foi feito um western blot para certificar a IP. O western blot 

foi feito tanto utilizando os anticorpos primários anti-FLAG (Sigma Aldrich) como o 

anti-PPAR (Cell Signaling) e o resultado foi positivo nos dois casos. No entanto, 

quando foi utilizado o anticorpo anti-FLAG aparecem bandas inespecíficas devido ao 

reconhecimento das cadeias leve e pesada da imunoglobulina FLAG (em torno de 

25 e 50 kDa respectivamente), pelo anticorpo secundário (anti-mouse, no caso). A 

figura 7 apresenta os westerns blots utilizando o anticorpo anti-PPAR proveniente 

de coelho e o anticorpo secundário anti-rabbit. Desta forma, certificou-se que as 

bandas correspondentes à eluição da imunoprecipitação realmente se referiam ao 

PPAR imunoprecipitado e não somente à cadeia pesada da IgG. 
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 Figura 7.  Três experimentos independentes de imunoprecipitação (IP) de FLAG-

PPAR usando a resina anti-FLAG. As amostras foram aplicadas seguindo as condições controle 

(293T)/experimento (PPAR) sem ligante e depois com ligante (+R), sempre na mesma ordem: input 

(que mostra FLAG-PPAR presente antes da IP), FT (flowthrough, que se refere às proteínas que não 

se ligaram à resina, L1(primeira lavagem após a retirada do FT) e Eluição, onde deve ser observada 

a presença de FLAG-PPAR. A altura observada para as bandas é de  aproximadamente 53 kDa.  

 

         Após confirmar a presença de PPAR nas eluições, as mesmas foram 

corridas em gel SDS-PAGE (Figura 8) e as canaletas recortadas, digeridas e então 

seguiram para análise em espectrometria de massas (LC-MS/MS). 
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Figura 8. Géis SDS-PAGE das eluições da triplicata das IPs. A ordem de aplicação 

das amostras foi primeiramente os controles 293T e 293T tratado com Rosiglitazona (R), seguido das 

amostras imunoprecipitadas de extratos transfectados com PPAR, sem e com tratamento (PPAR e 

PPAR +R). Todas as canaletas onde foram aplicadas amostras foram recortadas, digeridas e 

submetidas à LC-MS/MS. 

 

Após processamento dos dados e geração das planilhas com as 

proteínas encontradas na IP-LC/MS/MS, o primeiro passo foi subtrair da lista total 

todos aquelas que também imunoprecipitaram nos controles (293T sem 

transfecção), ou seja, que são considerados ligações inespecíficas. Por exemplo, se 

uma proteína aparece na amostra 293T, e ela também aparece na amostra PPAR, 

automaticamente este possível parceiro é eliminado.  

Em seguida, foram verificadas as triplicatas de cada amostra e separadas 

as proteínas que apareceram apenas uma vez das que apareceram em dois ou três 

experimentos independentes. Isto, pois as últimas apresentam maior possibilidade 

de real interação com o receptor nuclear por terem aparecido mais de uma vez, o 

que não descarta a possibilidade de parceiros encontrados em apenas um dos 

experimentos realmente interagirem com o PPAR e poderem aparecer novamente 

se o número de experimentos independentes realizados fosse maior. Muitos 

parceiros encontrados em apenas um experimento da triplicata são de grande 

interesse, e outra possível justificativa para o menor aparecimento destes é a 

possibilidade de alguns deles interagirem rapidamente com o PPAR, sendo tais 

interações não detectadas no momento dos outros experimentos. Todos os 

pontenciais parceiros de PPAR precisam ter suas interações com o receptor 
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confirmadas por outros métodos, como por exemplo por co-imunoprecipitação, para 

que então possam ser de fato considerados proteínas parceiras.  

Foram criadas duas listas de interações seguindo este critério e estas 

podem ser disponibilizadas posteriormente. 

O número de parceiros de interação que apareceram em apenas um 

experimento foi maior que aqueles encontrados em ao menos dois experimentos. 

Foram encontrados 393 parceiros para um experimento e 46 para dois ou mais 

experimentos (Tabela 1). No entanto, apesar de números menores, a confiabilidade 

é maior conforme a proteína interactora é encontrada em mais de um experimento, 

devendo-se investir mais nestes parceiros, não descartando aqueles que 

apareceram em apenas um experimento pelos motivos discutidos anteriormente.   

 

Tabela 1. Número de peptídeos encontrados na IP-LC-MS/MS dos TRs. 

PPAR 2 ou 3 experimentos 1 experimento 

Número de peptídeos 

encontrados 

46 393 

Interações inéditas 45 386 

 
 

Para os parceiros encontrados em dois ou três experimentos, foi feita uma 

análise quanto às proteínas que apareceram nas condições sem e com tratamento 

com ligante (Figura 9), visando entender se o ligante interfere na atuação do 

receptor de alguma forma. No entanto, nota-se que a presença do ligante não 

influencia no número de interações e nem mesmo no tipo de via ou processo 

biológico em que o PPAR está atuando como será descrito adiante. 
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Figura 9. Diagrama de Venn ilustrando os parceiros encontrados nas condições sem 

ligante (-R) em cinza, com ligante (+R) em branco e a intersecção em preto mostra aqueles 

encontrados em ambas as condições.  

 

Além disso, apesar da maioria das interações serem inéditas, foram 

encontrados parceiros conhecidos descritos para o PPAR, aumentando assim 

também a confiabilidade dos experimentos. Dentre estes estão as proteínas: RXRα 

(Receptor de Retinóide X α), outro receptor nuclear que se liga ao PPAR formando 

um heterodímero para que ocorra o processo de regulação da transcrição de genes–

alvo (BARDOT et al., 1993; ISSEMANN et al., 1993); CDK5 (Cyclin-Dependent 

Kinase 5), que fosforila o PPAR na Ser273, levando à desregulação na expressão 

de genes relacionados à obesidade e sensibilização à insulina (CHOI et al., 2011; 

KAMENECKA et al., 2010); NCoR1 (Nuclear Corepressor 1), um correpressor de 

PPAR (KARAGIANNI; WONG, 2007; NAGY et al., 1997), entre outras. Outras 

interações já conhecidas de PPAR apareceram tanto em dois ou três experimentos 

como em um só, no entanto, para algumas destas, peptídeos também foram 

detectados nos controles, possivelmente por problemas no setup do espectrômetro 

de massas, então, mesmo assim, foram excluídas. 
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5.4. Análise dos dados de IP em 293T  

5.4.1. Descrição de alguns alvos encontrados 
 

Dentre as proteínas encontradas em dois ou mais experimentos, 

destacamos algumas cuja interação com o PPAR parece envolvê-lo em processos 

biológicos inéditos ou desvendar novos detalhes sobre seu mecanismo de ação em 

processos biológicos já descritos.  

PPAR e fosfatases 

Assim como outros receptores nucleares, o PPAR é uma fosfoproteína e 

sua atividade transcricional pode ser afetada por crosstalk com quinases e 

fosfatases (BURNS; HEUVEL, VANDEN, 2007).  Sabe-se sobre a fosforilação de 

PPAR por diversas quinases, entre elas a MAPK (mitogen-activated protein kinase), 

que é regulada por ativadores como insulina, e fosforila o receptor causando uma 

diminuição em sua atividade transcricional (HU et al., 1996). ERK2 e JNK também 

são capazes de fosforilar PPAR no mesmo sítio (ADAMS et al., 1997; CAMP et al., 

1999). A proteína quinase A (PKA) também fosforila PPAR, mas ao contrário das 

MAPKs, a fosforilação leva a efeitos de aumento na transcrição tanto basal, como 

induzida por ligante (LAZENNEC et al., 2000). Outro estudo mostra que efeitos 

adversos das TZDs como edema e retenção de líquidos podem ser parcialmente 

devidos à ativação da PKC (Proteína quinase C) no tecido adiposo, e esta por sua 

vez é capaz de fosforilar o PPAR presente neste tecido, levando a tais efeitos 

(SOTIROPOULOS et al., 2006). Além disso, aumentando a confiabilidade dos 

experimentos realizados, duas proteínas quinases já descritas como interactoras de 

PPAR foram encontradas nos experimentos de IP: a AMPK (5’-AMP-activated 

protein kinase), que reprime a função de transativação do receptor, tanto 

dependente como independente de ligante (LEFF, 2003; SOZIO et al., 2011) e a 

CDK5, que fosforila o PPAR causando efeitos ligados à obesidade (CHOI et al., 

2011). 

No entanto, pouco se sabe sobre a(s) fosfatase(s) responsável(is) pela 

desfosforilação do receptor.  Alguns estudos indicam a relação de PPAR com a 

fosfatase PTEN (Phosphatase and Tensin homolog), no âmbito da transcrição, isto 

é, PPAR regula sua transcrição gênica (LEE et al., 2005; PATEL et al., 2001), 
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porém o mecanismo de desfosforilação do PPAR e qual a proteína responsável por 

tal modificação pós-traducional são fatores desconhecidos.  

A proteína fosfatase PP2A, codificada pelo gene PPP2CA, e também seu 

regulador TIPRL (TOR signalling pathway regulator-like) foram encontrados em dois 

dos experimentos de IP. Estas são interações inéditas para o PPAR, contudo, já foi 

descrito que a expressão do isotipo α de PPAR está relacionada com a ativação de 

PP2A em células beta pancreáticas (RAVNSKJAER et al., 2006) e que PP2A pode 

ser aumentada por PPARα em células de hepatoma (MUZIO et al., 2007).  

 A PP2A é uma serina/treonina fosfatase envolvida na manutenção da 

homeostase celular, que regula negativamente algumas cascatas de sinalização 

relacionadas ao câncer como as de MEK, Wnt e AKT, sendo assim considerada um 

supressor tumoral (EICHHORN et al., 2009; PERROTTI; NEVIANI, 2008). Estudos 

mostram que TIPRL interage com PP2A, sendo um regulador desta proteína por 

meio da inibição de sua atividade catalítica, podendo também atuar em algum ponto 

do processo de biogênese da enzima. Ele também regula a via de sinalização de 

mTOR e a inibição de apoptose  (SCORSATO et al., 2016; SMETANA; ZANCHIN, 

2007). O PPAR possui sítios de fosforilação dotados de serinas e treoninas, sendo 

assim um possível alvo de desfosforilação por PP2A. Desta forma, as três proteínas 

poderiam interagir neste contexto de desfosforilação do PPAR pela PP2A e 

regulação da enzima por TIPRL. Outro possível contexto de interação destas 

proteínas poderia ser o processo biológico de apoptose, visto que PP2A desfosforila 

diversas proteínas envolvidas em vias de sinalização deste processo (KLUMPP, 

2002) e muitas destas foram encontradas como parceiros de PPAR em ao menos 

um experimento, como será descrito adiante. Outra fosfatase da mesma família da 

PP2A, a fosfatase 5 (PP5) já foi descrita como proteína parceira do PPAR, 

influenciando no metabolismo de lipídeos (HINDS et al., 2011). É importante ainda 

ressaltar dois fatores: o Ativador da Proteína Serina/Treonina Fosfatase 2A (PTPA), 

um regulador de PP2A, apareceu em um dos experimentos; e, além disso, já foi 

descrito que PP2A interage com NCoR (LU et al., 2010), um correpressor de PPAR, 

aumentando assim as possibilidades de complexos de interação entre o PPAR e a 

PP2A. 
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Outra proteína relacionada à fosfatases encontrada em dois experimentos 

da triplicata de IPs foi um regulador da proteína fosfatase 1C (PP1C), codificado 

pelo gene PPP1R12A. A fosfatase alvo deste regulador se associa com mais de 200 

proteínas regulatórias formando holoenzimas específicas capazes de desfosforilar 

centenas de alvos biológicos. Esta fosfatase interage com o receptor de vitamina D 

(VDR), que induz sua atividade catalítica de forma dependente de ligante 

(BETTOUN, 2002). Este mesmo estudo afirma que, ao menos em leveduras, esta 

fosfatase não é capaz de interagir com os receptores nucleares RAR e RXR. Nada 

foi descrito a respeito da interação com PPARs, sendo, portanto, um possível modo 

de explicação desta interação com um de seus reguladores. 

Outras fosfatases que são interações inéditas para o PPAR apareceram 

em apenas um experimento da triplicata. Dentre elas está a Proteína Fosfotirosina 

Fosfatase de Baixo Peso Molecular (LMW-PTP – Low Molecular Weight 

Phosphotyrosine Phosphatase Protein), cuja relação com o PPARα já foi descrita em 

um mecanismo que envolve o receptor de fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGFR) e moléculas de glutationa e glutaredoxina (URATA et al., 2010), 

mas nada foi descrito para o isotipo . O PPAR pode ser fosforilado em resíduos de 

tirosina como descrito no estudo de Keshet e colaboradores, que afirma que esta 

fosforilação ocorre na região AF-1 (KESHET et al., 2014). Desta forma, é possível 

que tirosina fosfatases desfosforilem o receptor e a LMW-PTP poderia ser uma das 

proteínas a desempenhar esta atividade. Outra tirosina-fosfatase que apareceu em 

uma das IPs foi a Proteína Tirosina Fosfatase tipo 4a2 (PTP4A2). Esta enzima está 

envolvida em diversos tipos de câncer, dentre eles o câncer de mama (KWOK et al., 

2015), onde sua expressão está relacionada à expressão dos receptores nucleares 

ER e PR (ANDRES et al., 2013), mas nada ainda foi descrito para o PPAR.  

Quanto à serina/treonina fosfatases que apareceram em apenas um dos 

experimentos, a primeira delas foi a Fosfoserina Fosfatase (PSPH), uma interação 

inédita para o PPAR. Estudos apontam a relação desta enzima com o ER em 

células de câncer de mama suplementadas com insulina (WAIRAGU et al., 2015), 

mas nenhuma relação com qualquer isotipo de PPAR foi mencionada na literatura.  

A proteína fosfatase 1 (PPP1) também teve uma de suas subunidades 

regulatórias (subunidade 7) imunoprecipitada em uma das IPs. Uma relação entre 
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esta fosfatase e o PPAR já foi descrita no tecido muscular, especificamente para a 

subunidade regulatória 3 da enzima, cuja mutação simultânea de ambas as 

proteínas causa severa resistência insulínica em pacientes (CHATTERJEE, 2004). 

Esta fosfatase já foi descrita como interagindo com outros receptores nucleares, 

dentre eles o Receptor de Androstano Constitutivo (CAR) e o Receptor de Pregnano 

X (PXR), ambos sensores de xenobióticos desfosforilados pela enzima (SUEYOSHI 

et al., 2008; SUGATANI et al., 2014). Além disso, um estudo mais antigo indica que 

a enzima é capaz de interagir com o correpressor de PPAR NCoR (HERMANSON 

et al., 2002), que também apareceu nos experimentos, evidenciando assim 

possíveis combinações de complexos de interação.  

PPAR e metabolismo de lipídeos e insulina 

O PPAR tem função crucial na adipogênese e na sensibilização à 

insulina. Dentre os principais processos biológicos que o receptor participa estão 

aqueles que envolvem vias de metabolismo de insulina, glicose e lipídeos, 

processos intimamente ligados a patologias da síndrome metabólica, principalmente 

ao diabetes do tipo 2. Diversos parceiros inéditos encontrados nas IPs estão 

envolvidos nestes processos, podendo desvendar melhor o mecanismo de ação pelo 

qual o PPAR atua. 

Quanto ao metabolismo de lipídeos, a proteína parceira 3-hidroxil-CoA 

desidratase (HACD3) atua na elongação de ácidos graxos de cadeia longa (IKEDA 

et al., 2008) e também está envolvida no metabolismo de insulina por meio da 

internalização de seu receptor (BOUTCHUENG-DJIDJOU et al., 2015), no entanto 

nunca foi descrita uma relação entre esta proteína e um receptor nuclear. 

 A proteína parceira Lanosterol 14-α- desmetilase (CYP51), uma enzima 

do citocromo p450, também está envolvida no metabolismo de lipídeos, mais 

propriamente na biossíntese de colesterol (LEWIŃSKA et al., 2013), cujo aumento 

na circulação sanguínea pode levar ao surgimento de hipercolesterolemia e 

aterosclerose, patologias da síndrome metabólica. A interação entre esta proteína e 

o PPARα já foi descrita em vias de metabolismo de colesterol no fígado, onde o 

receptor está envolvido com a manutenção de níveis circulantes da molécula 

(HUANG et al., 2016), além de outros estudos indicarem que o tratamento de 
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pacientes com síndrome metabólica com agonistas potentes deste isotipo de PPAR 

aumenta o efluxo desta molécula (LUSCHER, 2015). No entanto, nada foi dito sobre 

interação de CYP51 com o isotipo . O PPAR está envolvido no metabolismo de 

colesterol por meio do controle da expressão de CD36 em macrófagos, molécula 

responsável por internalizar LDL e levar à formação de células espumosas (foam 

cells), as quais são responsáveis pela formação de placas que levam à 

aterosclerose (YU et al., 2016).  A interação de PPAR e CYP51 pode evidenciar 

outro mecanismo de ação do receptor nuclear no metabolismo de colesterol.  

Outro parceiro inédito de PPAR encontrado relacionado ao metabolismo 

de lipídeos é o transportador de ácidos graxos de cadeia longa ABC D3 (ATP-

binding cassete subfamily D 3). A relação entre esta proteína e os PPARs se dá 

devido ao fato desta proteína transportar ligantes naturais destes receptores 

nucleares (KARNATI; BAUMGART-VOGT, 2008). Estudos apontam a relação entre 

a expressão de ABCD3 e PPARα (HIRAI et al., 2007), mas nada foi descrito quanto 

ao isotipo .  

Um parceiro inédito de PPAR que está relacionado à biossíntese de 

ácidos graxos de cadeia longa e à gliconeogênese é a proteína de transporte de 

tricarboxilato (SLC25A1). Não há registros de interação entre esta proteína e 

qualquer receptor nuclear na literatura. Trata-se de uma proteína mitocondrial, 

também chamada de transportador mitocondrial de citrato (CIC ou CTP), que se 

localiza na membrana interna da mitocôndria e cuja função principal é promover o 

efluxo de citrato tricarboxílico para o citoplasma em troca por malato dicarboxílico 

citossólico (PALMIERI; PIERRI, 2010; SUN et al., 2010). Aproximadamente 20% dos 

parceiros encontrados nas IPs são proteínas de mitocôndria, o que por si só é um 

fato inédito para o PPAR, como será descrito posteriormente na análise de 

compartimento celular dos parceiros. Desta forma, a interação entre PPAR e 

SLC25A1 pode se dar neste compartimento celular. No entanto, este parceiro 

mitocondrial especificamente é expresso em diversos tipos de tumor, assim como o 

PPAR e sua interação com o receptor também pode ocorrer neste contexto 

(CATALINA-RODRIGUEZ et al., 2012; KOLUKULA et al., 2014).  
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Outros parceiros muito interessantes para o PPAR, envolvidos em 

processos relacionados à síndrome metabólica apareceram em apenas um 

experimento. Alguns deles já tem interação descrita com PPARs, como é o caso da 

aldeído desidrogenase (FALDH), que tem um elemento responsivo do tipo DR-1 em 

seu promotor e tem sua expressão modulada por PPARα (ASHIBE; MOTOJIMA, 

2009). A síndrome de Sjögren-Larsson (SLS) é causada devido a mutações nesta 

proteína e a terapia utilizando agonistas de PPARα vem sendo estudada (RIZZO, 

2016). Uma isoforma desta proteína já foi inversamente correlacionada ao PPAR 

em estudo que mostrou que a diminuição da expressão do receptor nuclear aumenta 

a expressão da enzima, e vice-versa, em células tumorais ou em tecidos em 

regeneração (ORALDI et al., 2011). O transportador de monocarboxilato 1 (MCT1) 

também apareceu como proteína interactora de PPAR em um dos experimentos, 

embora até o momento apenas a relação com o PPARα tenha sido descrita 

(BENESCH et al., 2014; KÖNIG et al., 2008, 2010). Além de atuar como 

transportador de monocarboxilato, esta proteína está envolvida na regulação de vias 

metabólicas centrais e na secreção de insulina com efeitos concomitantes nos níveis 

sanguíneos de insulina e na homeostase de glicose no sangue (OTONKOSKI et al., 

2007). 

A apolipoproteína L2 (APOL2) também foi encontrada em um dos 

experimentos. Trata-se de uma proteína citoplasmática envolvida na movimentação 

de lipídeos na célula. Um estudo infere que possa haver uma relação no âmbito da 

transcrição entre PPAR e APOL2, visto que há um elemento responsivo do receptor 

no promotor do gene desta proteína. Este mesmo estudo mostra que a expressão de 

APOL2 aumenta devido à expressão de PPAR durante a adipogênese, assim como 

o silenciamento de PPAR em células HepG2 é capaz de diminuir a expressão de 

APOL2 em até 50% (NAGARAJ et al., 2014) 

Outra interação muito interessante encontrada em apenas um dos 

experimentos é entre PPAR e a enzima degradadora de insulina (IDE). Esta enzima 

é uma protease que atua na degradação de β-amilóide e insulina, e sua deficiência 

está associada com doenças graves como Alzheimer e diabetes tipo 2. Os níveis 

desta proteína são baixos em pacientes diabéticos e positivamente correlacionados 

com os níveis de PPAR. Em neurônios de camundongos o PPAR regula a 
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expressão de IDE se ligando a um PPRE em seu promotor. Além disso, o mesmo 

estudo sugere que o PPAR participa da expressão de IDE induzida por insulina em 

neurônios humanos, sugerindo novos mecanismos para o uso de agonistas de 

PPAR no tratamento de Alzheimer e diabetes tipo 2 (DU et al., 2009; QUAN et al., 

2013).  

PPAR e proteínas envolvidas em câncer 

O receptor nuclear ER é expresso em diversas linhagens de câncer de 

mama. Um estudo mostra que o parceiro MMS19 (proteína sensível ao metil-

metanosulfonato 19), encontrado em duas IPs, que atua no reparo de DNA e como 

regulador transcricional, é um coativador específico da região AF-1 deste receptor 

nuclear (WU et al., 2001). Trata-se da única interação descrita desta proteína com 

um receptor nuclear. O contexto da interação com PPAR pode ser o mesmo, já que 

também se trata de um receptor nuclear com a função de ativação da transcrição 1.  

Esta proteína também foi descrita em câncer de ovário (MOXLEY et al., 2013), 

esôfago (ZHANG, 2015) e pâncreas (MCWILLIAMS et al., 2009), assim como o 

PPAR (NINOMIYA et al., 2014; SHIGETO et al., 2007; WU et al., 2014).  

BRCA1  E BRCA2 também foram parceiros encontrados em um único 

experimento. Tratam-se de supressores tumorais, cuja mutação pode predispor os 

pacientes a cânceres de mama e ovário. BRCA1 é uma proteína que atua no reparo 

do dano ao DNA, enquanto BRCA2 é uma mediadora do mecanismo de 

recombinação homóloga (ROY et al., 2011). Já foi descrita a presença de um PPRE 

na região promotora do gene de BRCA1 e PPAR é um fator de transcrição crucial 

na expressão de BRCA1, podendo ser importante nas vias em que esta proteína 

atua em câncer (APOSTOLI et al., 2015; PIGNATELLI et al., 2003). Já quanto à 

relação entre BRCA2 e PPAR nada foi descrito na literatura.  

As listas de peptídeos obtidas por LC-MS/MS foram carregadas na 

plataforma IIS, a partir da qual foram feitas as análises dos interactomas através de 

softwares para análise de dados de proteoma (Cytoscape e MetaCore). 
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5.4.2. IIS e Cytoscape – Construção do interactoma 
 

Para melhor analisar o panorama de interações realizadas pelo PPAR, 

os resultados de IP foram adicionados no IIS e um arquivo de interactoma foi gerado 

para as duas listas organizadas: parceiros que apareceram em dois ou três 

experimentos e parceiros que apareceram em um único experimento. O interactoma 

foi organizado no Cytoscape para os dois casos. Nessas redes de interação, foram 

feitos dois tipos de análise: de acordo com os processos biológicos em que as 

proteínas atuam e de acordo com o compartimento celular em que são encontradas.  

Primeiramente, cada proteína (identificada por um código UNIPROT) foi classificada 

de acordo com o principal processo biológico em que atua ou Top Enriched 

Biological Process (TEBP), segundo o banco de dados do Gene Ontology 

(ASHBURNER et al., 2000; GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2015), sendo o 

enriquecimento feito de acordo com o melhor p-value dentre os processos biológicos 

que aquela proteína participa. Em seguida, a árvore inferida para cada TEBP foi 

analisada e aqueles processos que se juntavam em um ramo superior foram 

agrupados e renomeados como mostrado nos interactomas a seguir (Figuras 10 e 

11). 
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Como mencionado anteriormente, as redes não foram montadas 

separando proteínas que interagiram de acordo com as condições sem e com 

tratamento com ligante (rosiglitazona), pois o ligante pareceu não influenciar na 

interação de PPAR com outras proteínas, já que a grande maioria dos parceiros 

interagiu nas duas condições e não houve interações de processos específicos que 

ocorressem em apenas uma condição, pelo menos para aqueles encontrados em 

dois ou mais experimentos.  

Nas figuras, em vermelho está o PPAR, isca com a qual as proteínas 

interagiram. Em verde, aparecem as proteínas parceiras já descritas na literatura, 

tanto as que apareceram nos experimentos deste trabalho como aquelas já 

confirmadas como parceiras de PPAR em outros estudos, uma vez que já estão 

armazenadas em bancos de dados. Em azul estão os parceiros inéditos encontrados 

nas IPs. Desta forma, observando as cores das proteínas agrupadas em cada 

processo pode-se inferir sobre novos processos biológicos dos quais o PPAR pode 

participar ou observar novos modos de participação em processos já bem descritos. 

As proteínas que apareceram atuando em processos individuais específicos, isto é, 

que não tiveram ao menos uma dupla atuando no mesmo processo, foram 

agrupadas no quadrado à direita. Algumas proteínas ainda não tiveram um TEBP 

definido e foram agrupadas no grupo Not Defined. 

Observando o interactoma montado para proteínas que apareceram em 

dois ou três experimentos (Figura 10), as quais são potenciais parceiros mais 

confiáveis de PPAR por terem aparecido em mais de um experimento da triplicata, 

nota-se que o PPAR participa de 11 processos biológicos principais, dentre eles 

processos bem descritos para este receptor como transcrição, expressão gênica e 

metabolismo de lipídeos, além de interagir com outras 26 proteínas não agrupadas 

em processos específicos (proteínas agrupadas em um quadrado). Outros 

processos celulares menos descritos para o PPAR, mas não menos importantes, 

como, tradução, metabolismo de pequenas moléculas, ciclo celular e apoptose, os 

dois últimos diretamente envolvidos em câncer, também apareceram com cinco, 

três, duas e seis proteínas interactoras respectivamente. Os cinco processos com 
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maior número de parceiros neste interactoma são: transcrição, no qual a maioria dos 

parceiros já foi descrita; expressão gênica e transdução de sinal, que possuem mais 

da metade dos parceiros inéditos; apoptose, com 1/3 dos parceiros inéditos; e 

tradução, com apenas um parceiro já descrito.   

Já quando se atém ao interactoma de parceiros que apareceram em 

apenas um experimento (Figura 11), o PPAR passa a participar de 27 processos 

biológicos, sendo 12 deles agrupados apenas por parceiros inéditos, podendo então 

caracterizar processos biológicos inéditos para o receptor nuclear. Estes são 

exportação de mRNA do núcleo, organização da cromatina, resposta ao dano no 

DNA, autofagia, estabilização de proteínas, transporte de proteínas, atividade 

catalítica, processo de oxidação-redução, transporte transmembrana, 

desenvolvimento, coagulação sanguínea e contração muscular. Além disso, dentre 

os demais processos que já possuem parceiros conhecidos, grande parte é 

composta por muitos parceiros inéditos. Os cinco processos com maior número de 

parceiros levando em conta este interactoma são transcrição, desta vez com um 

equilíbrio no número de interações novas e já descritas; processos metabólicos de 

pequenas moléculas, com maioria de parceiros inéditos; expressão gênica, com 

aproximadamente 65% de parceiros inéditos; ciclo celular, com 91% de parceiros 

inéditos; processos metabólicos de proteínas celulares, com quase 85% dos 

parceiros ainda não descritos; e morte celular, com mais de 75% dos parceiros 

sendo interações novas para o PPAR.  

Na segunda forma de análise, as proteínas foram agrupadas na rede de 

acordo com o principal componente celular em que estão localizadas, utilizando a 

aba Selected Celular Component do Cytoscape. Esta aba permite separar as 

proteínas de acordo com um enriquecimento para o principal componente celular em 

que atuam, não sendo necessariamente o único. Os interactomas organizados desta 

forma são mostrados a seguir (Figuras 12 e 13). 
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Como era esperado, o compartimento celular com maior número de 

proteínas interactoras de PPAR é o núcleo, visto que se trata de um receptor 

nuclear cujas principais atividades são exercidas nesta organela. No entanto, muitos 

parceiros já descritos foram agrupados em outros compartimentos como membrana 

plasmática, citoplasma, outras organelas e até mesmo extracelularmente.  

Tanto para o interactoma de parceiros observados em mais de um 

experimento, como para o de parceiros encontrados em apenas uma IP, alguns 

compartimentos celulares são praticamente inéditos para o PPAR, com poucos ou 

nenhum parceiro já descrito ali agrupado. Dentre estes estão o centrossomo e a 

mitocôndria. 

O centrossomo é o principal organizador dos microtúbulos em células 

animais, muito conhecido por seu papel na organização do fuso mitótico (GALLETTA 

et al., 2016). Ele é importante no posicionamento de organelas, formato das células, 

polaridade e motilidade das mesmas e também atua na segregação de 

cromossomos e divisão celular (BAUER et al., 2016). Os centrossomos são 

formados por dois centríolos embebidos em uma matriz de proteínas, incluindo 

reguladores do ciclo celular, proteínas relacionadas aos check points e moléculas 

sinalizadoras. A forma precisa como estas proteínas se associam para desempenhar 

suas muitas funções ainda não é bem entendida, mas muitas observações indicam 

que os centrossomos são essenciais para muitos processos celulares (CONDUIT et 

al., 2015; GALLETTA et al., 2016).  

Todos os parceiros de PPAR encontrados nas IPs que se localizam no 

centrossomo são inéditos. Apenas uma referência indica que o PPAR pode se 

translocar para o núcleo devido a interações com uma proteína associada a essa 

estrutura, a CAP350, também encontrada nas IPs, porém este estudo detalha 

apenas a interação entre esta proteína e o PPARα, mencionando a possibilidade de 

interação com os outros isotipos de PPAR, β/δ e  (PATEL et al., 2005). Dentre os 

parceiros encontrados cujo principal compartimento celular é o centrossomo, a 

maioria está relacionada a processos biológicos já descritos nesta organela. São 

eles: a proteína associada ao centrossomo 350 (CAP350), o complexo gama-

tubulina (GCP), a proteína de checkpoint da montagem de fuso mitótico MAD1 
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(MAD1), a proteína organizadora do fuso mitótico 2B (MZT2B), a dinactina (Dyn) e a 

centrina 2 (CETN2). Estas proteínas atuam principalmente no ciclo celular, 

transporte de proteínas e no ancoramento de microtúbulos.   

Outras proteínas interactoras que atuam principalmente em processos 

que não envolvem atividades centrossomáticas também foram agrupadas neste 

compartimento, dando indícios de que realmente o centrossomo possa ter funções 

mais diversificadas na célula. Entre elas está a proteína 26 que contém o domínio de 

repetição anquirina (ANKRD26), que está relacionada à obesidade, patologia em 

que o PPAR também atua (ACS et al., 2015). O PPAR parece interagir com o 

domínio anquirina de outras proteínas e, desta forma, a interação com Ankrd26 deve 

ocorrer nesta interface. Outra parceira que atua no centrossomo em papel distinto é 

a proteína zinc-finger ubi-d4 (DPF2). A interação direta entre ela e o ER-α já foi 

descrita e a DPF2 suprime a atividade deste receptor  (MATUSYAMA et al., 2015), 

mas nada foi descrito para nenhum dos PPARs. Uma possibilidade é a de que a 

interação entre o PPAR e estas proteínas não-tradicionalmente centrossomais 

possa não ocorrer necessariamente no centrossomo e sim em outras organelas 

mais comuns tanto para o receptor nuclear, como o núcleo, ou para estas proteínas, 

como o citoplasma. No entanto, o compartimento mais enriquecido para estas 

parceiras preditas, segundo o Gene Ontology, é o centrossomo. 

Por fim, dentre os compartimentos menos descritos para o PPAR, o de 

maior interesse é a mitocôndria, uma organela muito importante para as células. Ela 

é envolta por duas membranas e possui genoma próprio herdado maternalmente, 

além de se dividir independentemente da célula em que reside, características 

herdadas de seus ancestrais, os procariotos. A mitocôndria atua como a máquina 

energética da célula. Além de regular o processo de produção de energia, esta 

organela regula outros processos celulares críticos como apoptose, atuando em 

diferentes aspectos do metabolismo celular. Quanto às suas funções mais 

estudadas, a mitocôndria é o sítio principal da síntese de ATP em células aeróbicas, 

usando a energia liberada pela oxidação de combustíveis metabólicos pelo oxigênio. 

A matriz destas organelas contém enzimas do ciclo do ácido cítrico e da β-oxidação, 

e é cercada por uma membrana interna que contém quatro complexos da cadeia de 

transporte de elétrons, além da ATP sintase e transportadores de metabólitos. Esta 

http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:25886
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organela possui ainda uma membra externa relativamente permeável e um espaço 

intermembranas. A síntese de ATP, ou fosforilação oxidativa, depende criticamente 

da integridade estrutural da organela (PICARD et al., 2011).   

Outros receptores nucleares já foram descritos neste compartimento, mas 

os PPARs não. Um estudo indica que as TZDs, ligantes sintéticos de PPAR, podem 

ter efeitos na mitocôndria, mas tais efeitos são independentes dos receptores 

nucleares (SCATENA et al., 2008). Dentre estes efeitos está a indução de estresse 

oxidativo, um processo intimamente relacionado ao câncer. 

Os parceiros encontrados nas IPs deste trabalho agrupados na 

mitocôndria são todos inéditos. Dos 46 parceiros encontrados em dois ou três 

experimentos, 11 têm a mitocôndria como compartimento principal, totalizando 

quase 24%. Já para aqueles encontrados em apenas um experimento, 74 se 

localizam na mitocôndria, o que indica 19% dos parceiros sendo mitocondriais.  

Dentre estes parceiros estão muitas proteínas envolvidas na apoptose. A 

primeira delas, a Diablo, que apareceu em dois experimentos, promove apoptose 

possibilitando a ativação das caspases na via que relaciona o citocromo C, Apaf-1 e 

a caspase 9. Esta proteína suprime a atividade de proteínas inibidoras de apoptose 

(IAPs) (DU et al., 2000). Outra parceira envolvida neste processo é a Bid (BH3-

interacting domain death agonist), que apareceu em um dos experimentos, cujo 

fragmento proteolítico induz a apoptose interagindo com as proteínas da família Bcl-

2 (Bak e Bax). Ela também permite a liberação de citocromo C e outras proteínas 

pró-apoptóticas da mitocôndria (RENSHAW et al., 2004).  

O citocromo C está relacionado crucialmente à síntese de ATP, mas 

também tem papel importante na apoptose, pois quando a célula recebe certos 

estímulos, ele é liberado da mitocôndria e desencadeia o processo apoptótico (OW 

et al., 2008).   Muitas proteínas parceiras que interagem diretamente com esta 

proteína foram encontradas nos experimentos. Dentre elas estão a CCHL 

(Citocromo-C heme liase), que apareceu em dois experimentos; a COA (Citocromo 

oxidase), que atua na formação dos complexos I e IV da cadeia respiratória e a 

RISP (citocromo C redutase), integrante do complexo III envolvido na cadeia 

respiratória (KOZJAK-PAVLOVIC et al., 2014). 
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Além de parceiros localizados na mitocôndria e envolvidos em apoptose, 

muitas proteínas interactoras presentes neste compartimento estão envolvidas na 

síntese de ATP. A própria ATP sintase foi imunoprecipitada em dois experimentos. 

Assim, o PPAR parece interagir com parceiros mitocondriais envolvidos em 

diversos processos importantes como apoptose e fosforilação oxidativa, podendo 

participar destes processos de alguma forma ainda não descrita.  

        É necessário confirmar a localização do PPAR juntamente com estes 

parceiros na mitocôndria para se afirmar que o receptor pode estar participando 

destes processos biológicos não usuais para o mesmo. Outra possibilidade é de que 

estas interações ocorram em compartimentos mais conhecidos para o PPAR, como 

núcleo e citoplasma, e desta forma, a proteína parceira se translocaria até estes 

locais e a interação poderia se dar ali envolvendo algum outro processo biológico.  

5.4.3. MetaCore (Thomson Reuters®) 
 

Foram analisadas via Software MetaCore (módulo Pathway Maps, agosto 

de 2016) as proteínas encontradas em relação às vias em que estão envolvidas, e 

estas foram agrupadas de acordo com as vias mais enriquecidas (visualização das 

10 vias mais enriquecidas, Figuras 14 e 15). A análise foi feita separadamente para 

proteínas encontradas em dois ou mais experimentos e aquelas que apareceram em 

um único experimento. 

 

Figura 14. MetaCore Pathway Maps para parceiros que apareceram em 2 ou 3 

experimentos. Análise das 10 vias mais enriquecidas (agosto de 2016). As setas evidenciam as vias 

já bem estudadas como transcrição, metabolismo de lipídeos e mecanismo de ação da rosiglitazona.  
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Figura 15. MetaCore Pathway Maps para parceiros que apareceram em um único 

experimento. Análise das 10 vias mais enriquecidas (agosto de 2016). As setas evidenciam as vias 

já bem estudadas como mecanismo de ação da rosiglitazona e da pioglitazona e transdução de sinal. 

 

Dentre as vias evidenciadas estão as relacionadas aos processos 

biológicos de transcrição de genes, metabolismo de lipídeos e transdução de 

sinal e a via que explica o mecanismo de ação da rosiglitazona e da pioglitazona 

(vias indicadas por setas nas Figuras 14 e 15), o que confirma a atuação de 

parceiros em funções já bem estabelecidas para o PPAR e aumenta a 

confiabilidade dos métodos utilizados.  

No mecanismo de ação da rosiglitazona e da pioglitazona o PPAR 

aparece formando um heterodímero com RXRα e, após adição dos ligantes, atua 

diretamente, acoplado a um complexo de coativadores, na transcrição de genes 

responsivos à insulina.  

Já na transdução de sinal, os dados indicaram o PPAR atuando em 

algumas vias, como na via de sinalização por cAMP em adipócitos e células 

musculares intestinais, como um dos últimos componentes da mesma, na qual, após 

uma grande cascata de sinalização, é ativado pelo coativador PGC1-α e em 

complexo com RXRα, promovendo a transcrição de UCP1 (Mitochondrial brown fat 

uncoupling protein). Esta proteína participa de processos fisiológicos de 

termogênese em adipócitos no tecido adiposo marrom e no relaxamento de células 

musculares intestinais (CAO et al., 2001; SHABALINA et al., 2002).  
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Outros processos interessantes e menos estudados para o PPAR 

também podem ser observados, como apoptose, regulação do ciclo celular, estresse 

oxidativo e processos neurofisiológicos. 

Dentre os processos biológicos menos estudados para PPAR, os dados 

indicaram o processo de apoptose envolvendo parceiros do receptor em diversas 

vias. Parte destas vias ocorre na mitocôndria, compartimento discutido anteriormente 

com grande número de proteínas interactoras. Desta forma, devido à grande 

possibilidade do PPAR estar atuando de alguma forma nestas vias, estas serão 

descritas a seguir. A apoptose é uma forma de morte celular programada que 

envolve as caspases, proteases encontradas em células animais como pré-enzimas 

inativas (SPENCER; SORGER, 2011). Trata-se de um processo biológico 

diretamente relacionado com diversas doenças, dentre elas o câncer. Este processo 

pode ser desencadeado por estímulos intrínsecos ou extrínsecos. Na via intrínseca, 

os estímulos indutores de morte celular envolvem dano ou mau funcionamento nas 

células gerado por estresse, radiação UV ou ionizante, ativação de oncogenes, 

exposição a toxinas, ientre outros fatores. Já a via extrínseca é desencadeada pela 

ligação de ligantes extracelulares a receptores transmembrana específicos e 

algumas vias analisadas no MetaCore serão descritas a seguir.  

     A primeira delas é a via de sinalização por Fas (Figura 16). Os 

receptores de morte como FasR pertencem à superfamília de receptores do Fator de 

Necrose Tumoral (TNF), os quais estão envolvidos em proliferação, diferenciação e 

apoptose. A ligação de ligantes nestes receptores induz a trimerização dos mesmos, 

requerida para iniciar o processo de apoptose nas células. A via extrínseca de 

apoptose, induzida por FasR, faz um crosstalk com a via intrínseca pela clivagem de 

Bid, um parceiro de PPAR encontrado em uma IP, pela caspase-8, gerando o 

fragmento apoptótico tBid (GONG et al., 2004). Na mitocôndria, tBid ativa Bax e 

desencadeia a liberação das proteínas mitocondriais citocromo C, Diablo e HTRA2 

(YAMAGUCHI et al., 2003), todas parceiras de PPAR em um ou dois experimentos, 

indicando que o receptor pode atuar neste contexto de alguma forma. Estas 

proteínas reforçam a cascata das caspases. O citocromo C induz a oligomerização 

de Apaf-1 em complexos que recrutam e ativam as caspases-9. Diablo e HTRA2 

antagonizam inibidores de apoptose (SAELENS et al., 2004). 
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Figura 16. MetaCore Pathway Maps. Via de apoptose relacionada a cascatas de 

sinalização Fas. Apoptosis and survival FAS signaling cascades. Parceiros de PPAR encontrados 

nos experimentos de IP estão evidenciados em colorido. 

 

Outra via descrita é a via de sinalização do fator de necrose tumoral 

alfa (TNFα) (Figura 17). TNFα, uma citocina produzida por diversos tipos celulares 

que gera efeitos como proliferação celular, diferenciação e apoptose, induz a 

ativação da JNK, o que resulta na quebra da proteína apoptótica Bid, um dos 

parceiros encontrados nas IPs, gerando o produto de clivagem jBid que se transloca 

para a mitocôndria e libera a proteína Diablo, interactora de PPAR encontrada em 2 

experimentos, sem alterar a localização do citocromo C. No citoplasma, Diablo se 

liga a c-IAP1, c-IAP2 e XIAP, outro parceiro de PPAR, abolindo a ação inibitória nas 

caspases, o que leva à apoptose. 
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Figura 17. MetaCore Pathway Maps. Via de apoptose relacionada à sinalização por 

TNFα. Apoptosis and survival_TNFR1 signaling pathway. Parceiros de PPAR encontrados nos 

experimentos de IP estão evidenciados em colorido. 

 

Outra via evidenciada nos dados do MetaCore ilustra o papel das 

proteínas IAP na apoptose (Figura 18). As proteínas IAPs, que incluem c-IAP1, c-

IAP2, NAIP, survivina e XIAP, esta última interactora de PPAR nos dados de IP, 

inibem certas caspases por ligação direta ou ubiquitinação. A parceira mitocondrial 

de PPAR Diablo, quando liberada da mitocôndria, se liga a estas proteínas de modo 

a dissociar as caspases. Assim, Diablo é um regulador negativo das IAPs, sendo 

uma molécula pró-apoptótica. A outra parceira mitocondrial de PPAR, a serina 

protease HTRA2, também inibe as proteínas IAP por ligação ou clivagem (SAELENS 

et al., 2004). A apoptose se acopla a mecanismos de sobrevivência e a survivina é a 

molécula de interface entre a apoptose e o ciclo celular. Ela é seletivamente 
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expressa na fase G2/M e é um substrato mitótico para CDK1, outra parceira de 

PPAR, e está envolvida na ativação de XIAP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. MetaCore Pathway Maps. Via de apoptose relacionada ao papel das 

proteínas IAPs. Apoptosis and survival_Role of IAP-proteins in apoptosis. Parceiros de PPAR 

encontrados nos experimentos de IP estão evidenciados em colorido. 

 

A última via de apoptose descrita no MetaCore, onde parceiros de PPAR 

encontrados nas IPs atuam, é a cascata das caspases (Figura 19). As caspases 

são os componentes centrais da resposta apoptótica e são divididas em caspases 

iniciadoras (2, 8, 9 e 10) e efetoras (3, 6 e 7). Estas proteínas são enzimas inativas e 

passam por ativação proteolítica durante a apoptose, as iniciadoras ativando as 

efetoras, que por sua vez são responsáveis pela clivagem proteolítica de muitos 

alvos celulares que por fim levam à morte celular (RIEDL; SHI, 2004). A ativação da 

resposta apoptótica se dá pelas vias intrínseca ou extrínseca, já descritas 
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anteriormente. Parceiros de PPAR, como Bid e XIAP atuam regulando a ativação 

de caspases. Já outros parceiros como Lamina-B e ICAD atuam após as caspases 

efetoras, em mecanismos que levam à morte celular. O PPAR pode atuar em algum 

destes mecanismos já que os mesmos ocorrem no núcleo, principal componente 

celular deste receptor.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. MetaCore Pathway Maps. Via de apoptose relacionada à cascata de 

sinalização das caspases. Apoptosis and survival_Caspase cascade. Parceiros de PPAR 

encontrados nos experimentos de IP estão evidenciados em colorido. 

 

5.4.4. Análise de ‘Disease Biomarker Networks’ – MetaCore  
  

Em seguida, foi investigado se as proteínas encontradas como parceiras 

de interação do PPAR estão envolvidas no desenvolvimento e progressão de 

doenças. Esta análise permite a discussão da existência e importância da função 
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deste receptor nestes processos. De acordo com a análise do MetaCore, usando o 

módulo de biomarcadores de doenças, foram encontradas diversas vias onde o 

PPAR está participando (Figuras 20 e 21). 

 

 

.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. MetaCore – ‘Disease Biomarker Networks’ – Análise das vias mais 

enriquecidas para parceiros que apareceram em 2 ou mais experimentos. As vias relacionadas à 

câncer de mama estão indicadas por setas. 
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Figura 21. MetaCore – ‘Disease Biomarker Networks’ – Análise das vias mais 

enriquecidas para parceiros que apareceram em apenas um experimento. As vias relacionadas à 

câncer de mama estão indicadas por setas. 

 

Parceiros de PPAR aparecem participando de doenças como mal de 

Alzheimer, diabetes tipo 2, obesidade e aterosclerose, porém a maioria das vias está 

relacionada a tipos de câncer, sendo eles neoplasmas de mama, ovário, próstata, 

bexiga, cólon e reto, tireoide, pulmão e pâncreas. A relação entre PPAR e câncer já 

foi descrita em muitos estudos, no entanto, em alguns casos o mecanismo de ação 

pelo qual o receptor suprime ou ajuda na proliferação de tumores não é totalmente 

entendido.  

O potencial supressivo de tumor de PPAR foi descrito primeiramente 

pelo mesmo grupo de pesquisa que caracterizou seu papel na diferenciação de 

adipócitos, indicando que uma linhagem de liposarcoma humana poderia ser re-

diferenciada por meio de tratamento com troglitazona (TONTONOZ et al., 1997). 

Logo em seguida, o mesmo grupo confirmou efeitos similares em linhagens de 

câncer de cólon e de mama (MUELLER et al., 1998; SARRAF et al., 1998), 

enquanto outro grupo fez estudo semelhante em câncer de próstata (KUBOTA et al., 
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1998). Além de atuar modulando a expressão de genes envolvidos na diferenciação 

celular, o PPAR é capaz de promover apoptose, inibir a angiogênese e bloquear a 

subpopulação de células-tronco cancerosas em alguns tipos de câncer (ROBBINS, 

2012).  

No entanto, outros estudos mostram o PPAR atuando favoravelmente ao 

desenvolvimento tumoral. Estudos mostram que a taxa expressão de PPAR é 

diretamente proporcional à sobrevivência de pacientes em alguns casos de câncer 

de cólon e mama, mas inversamente proporcional em alguns casos de câncer 

pancreático, por exemplo (GIAGINIS et al., 2009; JIANG et al., 2009; OGINO et al., 

2009). Quando os estudos passaram a ser realizados em modelo animal, surgiram 

mais resultados controversos na ação do PPAR em câncer, mostrando-o como um 

promotor tumoral em alguns casos (LEFEBVRE et al., 1998; SAEZ et al., 1998). 

Desta forma, numerosos mecanismos de ação de PPAR são contexto-dependentes 

e podem, portanto, variar de acordo com o tipo de tumor.  

Algumas vias de sinalização envolvidas no câncer são moduladas por 

PPAR e seus ligantes. Uma delas é a via de sinalização de Wnt/β-catenina que 

contribui para a biologia tumoral e é inibida por PPAR. O receptor também inibe a 

sinalização por IL-6/STAT3/NF-kappaβ, uma via relacionada à inflamação ativa em 

metade de todas as linhagens celulares de câncer já estudadas. Como mencionado, 

alvos genômicos relacionados ao câncer também são modulados por PPAR. Dentre 

eles, destaca-se p53, um gene supressor de tumor muito estudado por induzir 

apoptose, parada do ciclo celular e autofagia, cuja transcrição é promovida por 

ligantes de PPAR. Outro exemplo é a ativação do promotor de PTEN, que por sua 

vez suprime Akt, outra via muito importante em câncer (ROBBINS, 2012). 

Como pode ser observado nas figuras 20 e 21, o tipo de câncer que teve 

maior número de vias enriquecidas de acordo com análise no MetaCore foi o câncer 

de mama, indicadas por uma seta. O PPAR já teve sua atividade estabelecida em 

câncer de mama em muitos estudos, como descrito no item 1.5 da Introdução, que 

por sua vez é controversa, ora atuando como supressor e ora como promotor 

tumoral.  Analisando os dados do MetaCore, pode-se inferir que muitos parceiros de 

PPAR estão envolvidos de alguma forma neste tipo de câncer e que a modulação 
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destes ou do receptor, dependendo do contexto em que interagem, possa contribuir 

na busca por novas terapias. É importante entender o modo como o PPAR interage 

com estes e outros possíveis parceiros e as vias em que estão envolvidos em 

células de câncer de mama, tentando desvendar em quais contextos o PPAR 

exerce papel colaborativo ou supressivo neste tipo de câncer. Assim, optou-se por 

realizar o mesmo estudo de interactoma do PPAR em células de câncer de mama, 

buscando interações que ocorram em células de linhagens de carcinoma mamário e 

que não ocorram em células de mama não tumoral. 
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6. INTERAÇÕES ENTRE PPAR E 

OUTRAS PROTEÍNAS 

CELULARES EM CÂNCER DE 

MAMA 
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6.1. Verificação da expressão endógena de PPAR em diferentes 

intervalos de tempo nas linhagens, MCF7, MCF10A, MDA-MB-

231, MDA-MB-436 e MDA-MB-468 por western blot 

A técnica de western blot foi utilizada para verificar a ocorrência de 

expressão endógena de PPAR nas células das linhagens utilizadas neste projeto, a 

fim de validá-las como bons modelos para a busca de interações entre o PPAR e 

outras proteínas.  

A primeira linhagem de câncer de mama avaliada foi a linhagem de 

câncer de mama MCF7, obtida primeiramente pelo grupo de pesquisa (Figura 22). 

Esta linhagem expressa níveis endógenos de PPAR e a expressão de do receptor 

parece diminuir conforme a passagem do tempo, sendo menor em 48 horas tanto 

para células tratadas como não tratadas com rosiglitazona, diminuindo mais ainda 

na presença do ligante. Na ausência do ligante, a expressão de PPAR diminuiu em 

níveis mínimos de 24 para 36 horas. 

 

 

 

 

 

Figura 22. Níveis de expressão endógena de PPAR na linhagem MCF7.  À 

esquerda, western blot dos extratos celulares coletados em diferentes intervalos de tempo sem e 

após tratamento com o ligante rosiglitazona (R). À direita, quantificação da intensidade das bandas 

(ImageStudio LI-COR) em relação ao controle (GAPDH). 

 

No teste temporal de expressão endógena de PPAR na linhagem de 

mama não tumoral MCF10A (Figura 23) observa-se que esta linhagem também 

expressa níveis endógenos de PPAR, sendo estes maiores que os da linhagem 

MCF7. A expressão de PPAR diminuiu conforme a passagem do tempo para as 

duas condições, sendo menor em 48 horas tanto para células tratadas como não 

tratadas com rosiglitazona. 
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Figura 23. Níveis de expressão endógena de PPAR na linhagem MCF10A. À 

esquerda, western blot dos extratos celulares coletados em diferentes intervalos de tempo sem e 

após tratamento com o ligante rosiglitazona (R). À direita, quantificação da intensidade das bandas 

(ImageStudio LI-COR) em relação ao controle (GAPDH). 

 

A próxima linhagem analisada, MDA-MB-231, mostrou expressar altos 

níveis endógenos de PPAR, quando comparado às linhagens analisadas 

anteriormente (Figura 24). Além disso, no western blot foi possível observar a 

expressão das duas isoformas deste receptor, ambas detectadas pelo mesmo 

anticorpo em 53 e 57 kDa. Isto pode ser explicado pelo fato destas células serem 

derivadas de adenocarcinoma mamário, isto é, câncer nas glândulas mamárias, as 

quais são envoltas por tecido adiposo, que expressa altos níveis de PPAR2, cujas 

bandas foram mais fortes. Observa-se que o ligante parece não exercer influência 

alguma na expressão do receptor neste tipo celular. 
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Figura 24. Níveis de expressão endógena de PPAR na linhagem MDA-MB-231. À 

esquerda, western blot dos extratos celulares coletados em diferentes intervalos de tempo sem e 

após tratamento com o ligante rosiglitazona (R). À direita, quantificação da intensidade das bandas 

(ImageStudio LI-COR) em relação ao controle (GAPDH). 

 

A linhagem MDA-MB-436 foi a linhagem que mostrou expressar os 

maiores níveis endógenos de PPAR dentre as linhagens analisadas (Figura 25). 

Além disso, no western blot também foi possível observar a expressão das duas 

isoformas deste receptor, assim como em MDA-MB-231, ambas detectadas pelo 

mesmo anticorpo em 53 e 57 kDa. No entanto, nesta linhagem a isoforma 1 parece 

ser mais expressa. Observa-se que o ligante parece não exercer influência alguma 

na expressão do receptor neste tipo celular, que não mostra um padrão de 

expressão temporal ou devido ao tratamento.    

 

 

 

 

Figura 25. Níveis de expressão endógena de PPAR na linhagem MDA-MB-436. À 

esquerda, western blot dos extratos celulares coletados em diferentes intervalos de tempo sem e 

após tratamento com o ligante rosiglitazona (R). À direita, quantificação da intensidade das bandas 

(ImageStudio LI-COR) em relação ao controle (GAPDH). 
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  Dentre as linhagens “MDA-MB” analisadas, a 468 foi a que apresentou 

menor expressão de PPAR (Figura 26). Trata-se de uma linhagem de cultivo mais 

difícil que as outras duas. Além disso, na coleta de 36 horas sem tratamento, não 

houve presença de proteínas, o que pode ter ocorrido devido à degradação do 

extrato proteico, uma vez que nem a proteína-alvo nem o controle de carregamento 

aparecem. Este western blot foi repetido mais vezes, visando obter bandas que 

demonstrassem a expressão de níveis endógenos em todos os intervalos coletados, 

porém os outros não foram bem sucedidos. Observa-se que não há um padrão de 

aumento ou diminuição na expressão do receptor neste tipo celular, levando em 

conta as amostras tratadas com o ligante. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Níveis de expressão endógena de PPAR na linhagem MDA-MB-468. À 

esquerda, western blot dos extratos celulares coletados em diferentes intervalos de tempo sem e 

após tratamento com o ligante rosiglitazona (R). À direita, quantificação da intensidade das bandas 

(ImageStudio LI-COR) em relação ao controle (GAPDH). 

 

 

6.2. Tentativa de imunoprecipitação endógena de PPAR em 

linhagens de câncer de mama 

Visto que o PPAR é expresso em todas as linhagens testadas, tanto de 

carcinoma mamário como de mama não-tumoral, a ser utilizada como um controle, 

optou-se por tentar imunoprecipitar o PPAR endógeno destas células juntamente 

com o complexo proteico de interação, obtendo assim resultados mais próximos do 

que ocorre in vivo. 
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Foram testados dois protocolos de IP endógena: o primeiro (Protocolo 1) 

foi fornecido e padronizado pelo grupo do Laboratório de Espectrometria de Massas 

do LNBio, e o segundo (Protocolo 2) é o protocolo proveniente da empresa que 

produz o anticorpo utilizado na resina (Cell Signaling).  

O PPAR foi imunoprecipitado primeiramente, em experimentos piloto, 

nas linhagens MCF10A e MDA-MB-436 que expressam bons níveis do receptor. 

Após a eluição, as amostras foram corridas em géis SDS-PAGE e coradas com 

nitrato de prata (Figura 27).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Tentativa de imunoprecipitação endógena de PPAR nas linhagens 

MCF10A e MDA-MB-436. Foram utilizados os protocolos do grupo MAS do LNBio (1) e o protocolo 

da Cell Signaling (2). Como controle negativo foi utilizado o anticorpo normal IgG (Santa Cruz) na 

resina. 

 

Ambos os protocolos foram repetidos mais de uma vez e não 

funcionaram, pois o espectrômetro de massas não detectou nenhum peptídeo 

referente ao PPAR. 

Uma vez que os protocolos de IP endógena não funcionaram, optou-se por 

superexpressar o PPAR em algumas das linhagens de mama para realizar os 

experimentos de IP, desta vez usando resina anti-FLAG (Sigma Aldrich), método 

convencional utilizado em imunoprecipitações. As linhagens escolhidas foram a 
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MCF10A como controle e a MCF7 como célula de carcinoma mamário, por terem um 

padrão de expressão parecido do receptor nuclear.  

6.3. Superexpressão de PPAR por transfecção e verificação por 

western blot 

A linhagem MCF7, a primeira linhagem de câncer de mama obtida pelo 

grupo de pesquisa, teve sua superexpressão testada por transfecção. Foram feitas 

muitas tentativas de superexpressão pelo método do fosfato de cálcio (Figura 28) e 

também utilizando Lipofectamine2000 (Thermo Scientific), todas sem sucesso. Pode 

ser observado que os níveis de expressão após a tentativa de superexpressão são 

próximos aos níveis endógenos de PPAR nestas células, indicando que a 

transfecção não é um bom método para superexpressar proteínas na linhagem 

MCF7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Comparação entre os níveis de expressão endógeno e após transfecção em 

MCF7. Os western blots à esquerda foram feitos a partir do teste temporal para verificar níveis de 

PPAR endógeno nas células da linhagem 293T em diferentes intervalos de tempo após tratamento 

com o ligante rosiglitazona (R) e do teste temporal para PPAR superexpresso nesta linhagem por 

transfecção, sob as mesmas condições. À direita estão os gráficos das quantificações da intensidade 

das bandas (ImageStudio LI-COR) em relação ao controle (GAPDH). 
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  Desta forma, após várias tentativas de melhora e padronização da 

transfecção sem sucesso, decidiu-se subclonar o gene do PPAR em um vetor viral 

para a transdução destas células e produção de uma linhagem de expressão estável 

que superexpresse este receptor nuclear em altos níveis permanentemente. 

6.4. Subclonagem do gene do PPAR no vetor retroviral pBABE-

puro 

O inserto PPAR estava clonado no vetor de expressão em células de 

mamífero pcDNA-FLAG e foi subclonado no vetor retroviral pBABE-puro (Figura 29).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Vetores utilizados na subclonagem para produção do vetor retroviral 

PPAR-pBABEpuro. 

 

 Foi feita a amplificação do inserto no vetor pcDNA-FLAG por PCR 

gerando fragmentos de aproximadamente 1500 pb, altura correta esperada (Figura 

30). O marcador de peso molecular utilizado foi o 1kb DNA Ladder (NEB).  
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Figura 30. Amplificação do inserto FLAG-PPAR. Gel de agarose 1% dos produtos 

amplificados pelo PCR em torno de 1400pb: FLAG-PPAR. 

 

Após amplificação e purificação do inserto, este foi ligado no vetor 

intermediário pGEM-T e bactérias competentes DH5α foram transformadas com o 

vetor. Após a confirmação das subclonagens por PCR de colônia e por 

sequenciamento, os clones foram digeridos com SalI (Jena Bioscience) (Figura 31) 

que reconhece um sítio na região 5’ e um na 3’ do inserto e o vetor de destino, 

pBABE-puro, também foi digerido com a mesma enzima e passou por um processo 

de desfosforilação. 

 

Figura 31. Digestão do clone PPAR-pGEM-T e do vetor retroviral pBABEpuro. Gel 

de agarose 0,8% com amostras da digestão de duas colônias PPAR-pGEM (bandas das canaletas 3 

e 4), do vetor pBABE-puro (banda 2) e como controle o pBABE-puro fechado (banda 1).  

 

Após purificação das bandas, o inserto foi ligado ao vetor pBABE-puro e 

células DH5α foram transformadas com o produto desta reação de ligação. 

Aproximadamente 20 colônias de cada placa foram escolhidas para extração dos 

seus plasmídeos recombinantes. Foi feita uma análise de restrição e as bandas 

corretas esperadas deveriam ter cerca de 800 pb e 5800 pb (Figura 32).  
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Figura 32. Análise de restrição. Digestão dos clones PPAR-pBABE com a enzima de 

restrição EcoRI. Foram testadas 19 colônias de uma placa de transformação e 18 colônias da 

segunda placa. Apenas cinco colônias apresentaram o padrão de bandas esperado (indicadas com 

as setas verticais). 

 

Cinco colônias foram positivas para a análise de restrição. Foi feita uma 

PCR destas para confirmar a clonagem e a amplificação no tamanho correto (em 

torno de 1,5 kb) deveria ocorrer apenas se o gene estivesse inserido na orientação 

correta.  Apenas uma colônia apresentou a banda na altura esperada (Figura 33).  

 

 

 

 

 

Figura 33. PCR para confirmar a orientação correta do clone. Gel de agarose 1% 

com amostras da PCR dos clones PPAR-pBABE, que deram positivo na análise de restrição, 

utilizando primers Forward do vetor e Reverse do inserto.  
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O clone foi certificado por sequenciamento do DNA deste e alinhando o 

resultado obtido nas ferramentas BLAST e Multalin observou-se que o clone estava 

correto.  

 

6.5. Transdução do vetor retroviral PPAR-pBABE nas linhagens 

celulares MCF10A e MCF7 e estabelecimento de linhagens de 

expressão estável 

 

Os vírus contendo os vetores retrovirais pBABE foram produzidos no 

Laboratório de Vetores Virais (LVV), instalado no LNBio sob coordenação do Dr. 

Márcio Bajgelman. A transdução nas linhagens MCF10A e MCF7 foi feita a partir de 

células plaqueadas em placa de 6 poços. Após transdução e seleção dos clones 

com o antibiótico puromicina, foi feito um western blot (Figura 34) destas células 

para verificar a expressão de PPAR. Vale ressaltar que o processo de seleção dos 

clones foi muito demorado, visto que uma grande quantidade de células morreu 

durante o processo, principalmente na linhagem MCF7, e as que restaram 

demoraram muito para se replicar e gerar uma quantidade suficiente de células.  
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Figura 34. Expressão permanente de FLAG-PPAR nas linhagens MCCF10A e MCF7 

após transdução. À esquerda, western blots para verificar a expressão de PPAR nas células 

MCF10A e MCF7 após transdução com vetor retroviral PPAR-pBABE puro nas quantidades de 100 e 

1000 μL. À direita, estão os gráficos das quantificações da intensidade das bandas (ImageStudio LI-

COR) em relação ao controle (GAPDH) e também com a coluna que indica a expressão endógena do 

receptor na mesma linhagem. 

 

Nota-se que a expressão de PPAR por meio da transdução de vetor viral 

foi bem maior que a expressão endógena nas mesmas linhagens (item 6.1). 

Comparando a níveis de superexpressão em 293T utilizando a técnica de 

transfecção, ambas as linhagens, MCF10A e MCF7 têm uma expressão menor 

quando transduzidas, sendo a da MCF7 bem inferior. Tal nível de expressão pode 

ser mais adequado à realização dos experimentos de imunoprecipitação, visto que 

se aproxima mais do que ocorre in vivo do que utilizando uma superexpressão, 

gerando resultados de interactoma mais confiáveis e reais.  

6.6. Imunoprecipitação em MCF7 e MCF10A 

Após certificação da expressão estável de PPAR nas linhagens MCF10A 

e MCF7, foi realizada a imunoprecipitação de extratos destas células utilizando a 
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resina anti-FLAG, assim como foi feito na primeira parte do trabalho em 293T. Como 

controle negativo foi imunoprecipitado o extrato de ambas a linhagens não-

transduzidos utilizando a mesma resina. 

As amostras de input, Flow through (FT) Lavagem 1 (L1) e Eluição foram 

analisadas em western blot (Figura 35) para certificar a ocorrência da IP antes de 

enviar as eluições para a espectrometria de massas.   

 

Figura 35. Três experimentos independentes de imunoprecipitação (IP) de FLAG-

PPAR usando a resina anti-FLAG nas linhagens MCF7 e MCF10A. As amostras foram aplicadas 

sempre na mesma ordem: input (que mostra FLAG-PPAR presente antes da IP), FT (flowthrough, 

que se refere às proteínas que não se ligaram à resina, L1 (primeira lavagem após a retirada do FT) e 

Eluição, onde deve ser observada a presença de FLAG-PPAR. 

 

Como observado na Figura 35, o PPAR foi imunoprecipitado em todos os 

experimentos nas duas linhagens, embora um pouco tenha sido perdido nas frações 

de FT e L1.  Desta forma, as amostras eluídas estão armazenadas em freezer a -

80ºC aguardando a chamada da facility de espectrometria de massas do LNBio.  
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7. Conclusão e Perspectivas 
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A busca por novas interações de PPAR na célula 293T abriu muitas 

novas frentes de trabalho para o grupo de pesquisa. A partir das imunoprecipitações 

seguidas por LC-MS/MS, foram obtidos muitos parceiros de interação, sendo a 

maioria deles inéditos para o PPAR de acordo com o banco de dados do software 

Cytoscape. 

O receptor interage com muitas fosfatases ou reguladores de fosfatases, 

o que abre caminho para uma possível descoberta da fosfatase responsável por 

desfosforilar o PPAR, já que sua fosforilação acarreta efeitos que influenciam em 

patologias. Além disso, diversos parceiros envolvidos em processos biológicos nos 

quais o PPAR já foi descrito podem auxiliar no melhor entendimento do mecanismo 

de ação deste receptor nuclear em tais processos. Filtrando e analisando estes 

dados em conjunto com dados da literatura, pôde-se observar ainda que o PPAR 

parece exercer funções não descritas em outros processos biológicos muito 

relevantes, como morte celular, ciclo celular e tradução. Além disso, muitos parceiros 

de PPAR que atuam em compartimentos não descritos para o receptor, como 

mitocôndria, foram encontrados, indicando uma possível atuação dele em tais 

organelas e nos processos biológicos que ali ocorrem. 

Por fim, a análise dos parceiros encontrados quanto a biomarcadores 

relacionados às doenças indicou um enriquecimento de vias relacionadas ao câncer 

de mama, condição na qual o papel do PPAR ainda não é totalmente definido, 

sendo muito controverso. Desta forma, estudos de proteômica buscando interações 

do receptor em linhagens de câncer de mama poderão auxiliar no melhor 

entendimento da função de PPAR neste tipo de câncer e tais estudos foram 

iniciados neste projeto. 

Como perspectivas, são necessárias confirmações dos parceiros 

encontrados na IP em 293T por co-imunoprecipitação, pulldown, co-localização 

celular e métodos biofísicos, a fim de certificar a real ocorrência das interações mais 

interessantes.  

Além disso, estudos de localização celular podem ser realizados para 

confirmar a atuação de PPAR em outros compartimentos celulares, que não o 

núcleo. 
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Quanto aos estudos de interactoma de PPAR em câncer de mama, as 

amostras ainda terão de ser submetidas à espectrometria de massas e análise de 

dados para a finalização do trabalho, que além de descrever melhor o papel do 

receptor nuclear neste neoplasma, deve, assim como o interactoma em 293T, abrir 

um leque de novas frentes de estudo para o grupo de pesquisa. 
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