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RESUMO

Os Receptores Ativadores da Proliferacao de Peroxissomos (PPAR) sdo fatores de transcricao
modulados por ligantes e pertencentes a superfamilia dos receptores nucleares. O isotipo
PPARP/J estd envolvido em processos metabdlicos como metabolismo energético, adipogénese
e metabolismo de lipidios, sendo um alvo interessante para o desenvolvimento de fairmacos
para doencas metabdlicas. Além disso, esse receptor € o isotipo mais expresso em pele e estd
envolvido em diversos processos nesse 6rgao, como manuten¢do da barreira epidermal, sintese
de lipidios, diferenciacdo epidermal e cicatrizagdo, o que o torna um alvo para o
desenvolvimento de farmacos ou dermocosméticos que possam atuar em processos de
regeneracgdo de pele. O objetivo geral deste trabalho foi prospectar compostos que possam atuar
como ligantes ativadores do PPARP/S e investigar os efeitos da modulacdo deste receptor por
ligantes em células epiteliais. Foi desenvolvido um protocolo de triagem de agonistas para este
receptor, composto por um ensaio de transativacdo celular seguido por dois ensaios de
caracterizacao biofisica da interacdo ligante:proteina - ensaio de termoestabilidade e ensaio de
supressdo da fluorescéncia da sonda 8-anilino-1-naftalenosulfonico. O protocolo desenvolvido
apresenta melhorias em relacdo aos ensaios de transativacao celular comumente utilizados para
triagem de ligantes de PPARSs: (1) semi-automatizacdo; (ii) anélise da citotoxicidade aparente;
(ii1) uso de metodologias biofisicas para confirmag¢do da interacao direta entre ligante:proteina;
(iv) e afericdo da afinidade entre os hits e o receptor por meio do cdlculo da constante de
dissociacdo. Apds padronizagdo, este racional foi utilizado para triar 121 compostos isolados
enviados por colaboradores, 560 extratos de plantas brasileiras da biblioteca Phytobios, 719
compostos da biblioteca drug-like NIH-NCC e 80 derivados semi-sintéticos de produtos
naturais da biblioteca TimTec NDL-3,000 pré-selecionados por virtual screening. Ao final do
pipeline de busca de agonistas, o Extrato 2 da biblioteca Phytobios e sua fracdo Extrato 2-18
foram selecionados como hits de PPARPB/S, pois apresentaram componentes que ativam e
estabilizam a estrutura tercidria do receptor, com constantes de dissociacao de 0,011 + 0,007
mg/mL e 0,016 + 0,007 mg/mL, respectivamente. Além do protocolo de triagem, foram
padronizados métodos de migracdo, proliferacdo e diferenciacdo de queratindcitos humanos
(HaCaT) para caracterizagdo da modulacdo do PPARP/0 por ligantes em processos de
regeneracdo de pele. Nestes ensaios, os agonistas comerciais GW0742, GW501516 e L-
165,041 aumentaram a taxa de migracao 2D de queratindcitos humanos (HaCaT), e os agonistas
GW501516 e L-165,041 diminuiram a proliferacdo deste tipo celular. Em relacdo a
diferenciagdo de HaCaT, os agonistas GW0742 e L-165,041 ndo alteraram a expressdo génica
dos marcadores de diferenciacdo celular queratina 14, queratina 1 e involucrina. Avaliando os
niveis de expressdo de mRNA de componentes da matriz extracelular da pele (coldgeno,
fibronectina e colagenases), ndo foram observadas alteracdes no padrao de expressdao desses
alvos apés a ativacdo do PPARPB/6 em células HaCaT, ou apds a supressdo da expressao do
receptor em camundongos knockouts com estimulo de reparo de feridas cutaneas. Em resumo,
neste trabalho foi desenvolvido um pipeline de sele¢ao de agonistas para o PPARPB/6 que ativem
e a estabilizem a estrutura do receptor, além de possibilitar o calculo da constante de dissociacao
entre as amostras testadas e a proteina. Por fim, foram acoplados ensaios a este pipeline para
posterior caracterizagdo dos agonistas de PPARP/d quanto a sua acdo em processos de
regeneragdo de pele.

Palavras-chave: triagem de ligantes; receptores nucleares; PPAR; queratindcitos; regeneracio de pele



ABSTRACT

English title: Evaluation of Peroxisome Proliferator-activated Receptor beta/delta (PPAR
beta/delta) behavior in skin regeneration processes and its modulation by ligands

Peroxisome Proliferator Activated Receptors (PPAR) are transcriptional factors regulated by
ligands and members of the nuclear receptor superfamily. The PPARP/S is involved in
metabolic processes such as energetic metabolism, adipogenesis and lipid metabolisms, which
made it an interesting target for the development of drugs for metabolic disorders. In addition,
this isotype is the most expressed in skin and, in this organ, it is involved in processes such as
epidermal barrier maintenance, lipid synthesis, epidermal differentiation and wound healing,
which made it a target for the development of dermocosmetics or drugs for skin repair. Aiming
to select new activators (agonists) for PPARP/S, for future drug development, in this work, we
developed a pipeline for screening of agonists for this receptor. The pipeline is composed of a
cellular transactivation assay followed by two biophysical assays (Thermal Shift Assay and 8-
Anilino-1-naphthalenesulfonic acid (ANS) fluorescence quenching assay) for characterization
of the direct interaction of ligand:protein. The pipeline brings improvements if compared to
traditional methods for PPAR ligand-screening: semi-automatization; parameter of apparent
cytotoxicity; biophysical methodologies for confirmation of direct interaction ligand:protein;
and calculation of dissociation constant between hits and the receptor. With the pipeline, we
screened 121 compounds/extracts given by collaborators, 560 Brazilian plant extracts from
Phytobios library, 719 drug-like compounds from NIH-NCC library, and 80 semi-synthetic
natural products derivatives from TimTec NDL-3,000 library pre-selected via virtual screening.
At the end of the pipeline, Extract 2 and one of its fraction (Extract 2-18) from Phytobios library
showed to activate PPARP/0, stabilize its tertiary structure and had a dissociantion constant of,
respectively, 0.011 £ 0.007 mg/mL e 0.016 = 0.007 mg/mL, being selected as PPARP/d
agonists. Besides the screening pipeline, methods of migration, proliferation and differentiation
of keratinocytes (HaCaT cells) were also developed to characterize PPARB/ modulation by
ligands in skin regeneration processes. These methods will be incorporated to the pipeline for
agonist screening to futher characterize new PPARP/6 ligands. The commercial agonists
GW0742, GW501516 and L-165,041 increased the migration rate of HaCaT, and GW501516
and L-165,041 decreased proliferation in this cell type. Regarding HaCaT differentiation, gene
expression of the analysed markers (keratin 14, keratin 1 and involucrin) were not changed after
ligand treatment in the selected protocols. The RNA expression levels of extracellular matrix
proteins (collagens, fibronectin and collagenases) were not altered after keratinocyte activation
by PPARP/6 ligand GW501516, nor in PPARB/6- knockout compared to wild type after wound
healing stimuli. In summary, in this work we developed a pipeline to screening for PPARB/
agonists and further characterize them in skin regeneration processes.

Key-words: ligand screening; nuclear receptors; PPAR; keratinocytes; skin regeneration
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CAPITULO I: INTRODUCAO

1.1 Receptores Nucleares

Para o desenvolvimento e bom funcionamento de um organismo € muito importante
que haja uma comunicacao intra e intercelular eficiente. Essa comunicacio € realizada por
meios de sinais, que podem ser desde ions, aminodcidos, nucleotideos e peptideos, até
moléculas maiores como vitaminas, esterdides, retindides, derivados de 4cidos graxos e até
mesmo proteinas (LAUDET; GRONEMEYER, 2001). Esses sinais serdo identificados por
proteinas receptoras, desencadeando eventos de resposta, como por exemplo fosforilagao de
uma determinada proteina ou o inicio da transcri¢ao génica (NELSON; COX, 2008).

Neste contexto, Receptores Nucleares (RN) sdo sensores de sinais celulares, pois
sdo um grupo de proteinas ativadas na presenca de ligantes e que desencadeiam toda uma
sinalizacdo para a transcricdo de genes alvo (LAUDET; GRONEMEYER, 2001). No ser
humano foram encontrados 48 genes que codificam para RNs (LEE et al., 2001; VARGA;
CZIMMERER; NAGY, 2011). Os RNs sdo fatores de transcricdo ativados por ligantes que
podem ser moléculas pequenas e hidrofébicas, por exemplo hormonios esteroidais, vitaminas
ou intermedidrios metabdlicos. A superfamilia dos RNs € dividida em seis subfamilias de
acordo com analises evolucionarias (ARANDA; PASCUAL, 2001; LAUDET;
GRONEMEYER, 2001): Subfamilia 1, receptores tireoidianos/retindides (Receptor de
hormonio tireoideano (TR), receptor de vitamina D (VDR), receptor de acido retindico (RAR),
e receptor ativador da proliferacio de peroxissomos (PPAR)) e alguns receptores o6rfaos;
Subfamilia 2, contém os receptores reindide X (RXR), fator de transcricao de ovoalbumina de
galinha (COUP), fator nuclear 4 de hepatdcito (HNF4), receptor testicular (TR2) e receptores
envolvido no desenvolvimento dos olhos (TLX e PNR); Subfamilia 3, receptores de esterdides
(ex: Receptor de Progesterona (PR), Receptor de Estrégeno (ER), Receptor de Glicocorticoide
(GR), Receptor de andrégeno (AR) e Receptor de Mineralocorticoide (MR)). As sub-familias
4, 5 e 6 contém os receptores orfaos NGFI-B, FTZ-1/SF-1, e GCNF, respectivamente
(ARANDA; PASCUAL, 2001).

De forma geral, os RNs estdo envolvidos em muitas das funcdes fisiologicas de um
organismo, regulando o desenvolvimento, inflama¢dao, homeostase, metabolismo, divisdo e
diferenciagdo celular (LAUDET; GRONEMEYER, 2001). Sdo considerados importantes alvos
para o tratamento de doencas, pois estdo intimamente relacionados com diversas patologias

metabdlicas e varios tipos de cancer. Atualmente, o desenvolvimento de novos ligantes para
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RNs se concentra em moduladores seletivos de receptores nucleares (selective nuclear
receptors modulators, SNuRM). O termo SNuRM ¢ utilizado para indicar compostos que
ativem apenas parte das funcdes dos RNs que sd@o ativadas por ligantes naturais, ou que ativem
apenas em um tecido especifico (CHEN, 2008). No caso dos PPARs, a busca de moduladores
seletivos de primeira geracdo levou ao desenvolvimento das tiazolinedionas (TZD) para o
PPARY para o tratamento de diabetes tipo II, e, agora, a busca de SNuRM de segunda geracao
estd focado em reduzir os efeitos colaterais das TZDs e melhorar as propriedades de
sensibilizac¢do da insulina (CHEN, 2008).

Os RNs apresentam basicamente a mesma composi¢ao estrutural, formada por uma
regido N-terminal (A/B) pouco conservada entre os receptores, um dominio de ligacdo ao DNA
(C ou DBD), uma regido de ligacao entre os dominios (D), e uma regido que contém o dominio

de ligacdo ao ligante (E/F ou LBD), de acordo com a figura 1.

Regiao Regiao
N-terminal hinge

il AB C D =

Dominio de Ligagado  Dominio de Ligagao
& ao DNA (DBD) ao Ligante (LBD)

DBD

Figura 1. Tlustrag@o esquemadtica da organizagdo estrutural e funcional dos receptores nucleares. As regides mais
bem conservadas C e E e as regides divergentes A/B, D e F sdo representadas por barras coloridas. Dominio de
ligacdo ao DNA (C ou DBD), uma regifo de ligacio entre os dominios (D), € uma regido que contém o motivo de
ligacdo ao ligante (E/F ou LBD). Modificada de: https://en.wikipedia.org/wiki/Nuclear_receptor

A regido A/B € a mais varidvel em tamanho e composicdo da sequéncia, por
exemplo seu tamanho pode variar de 23 (Receptor da vitamina D) a 550 aminodcidos (Receptor

de Glicocorticoides) (LAUDET; GRONEMEYER, 2001). A nomenclatura dupla A/B se deve
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ao fato de que a divisdo entre as duas regides ndo é sempre evidente. Essa regido apresenta, na
maioria dos casos, um dominio Funcdo Ativadora (Activation Function-1, AF-1) que ¢
responsdvel pela ativacdo constitutiva do receptor, independente de ligante. Esta regido
apresenta atividade especifica dependendo do tipo celular e do promotor, sugerindo que ela seja
responsavel pela especificidade de acdo entre isoformas de receptores (ARANDA; PASCUAL,
2001; BAIN et al., 2007). Além disso, a regido N-terminal dos RNs pode sofrer modificagdes
pos-traducionais como fosforilagdo, que aumenta a probabilidade de transativagdo da AF-1,
assim como a sinergia e cooperatividade do AF-1 com o AF-2 (ARANDA; PASCUAL, 2001;
BAIN et al., 2007; PAWLAK; LEFEBVRE; STAELS, 2012).

As interacdes DNA-proteinas sdo realizadas por meio de sequéncias altamente
conservadas denominadas Dominio de Liga¢do ao DNA (DNA binding domain, DBD ou regiao
C). Os RNs reconhecerem sequéncias especificas de DNA, chamadas de elementos responsivos
a hormonios (hormone response elements, HRE) (LAUDET; GRONEMEYER, 2001). Os
HREs sdo sequéncias derivadas do mesmo motivo de DNA, formado por seis pares de bases
(5'-PuGGTCA, Pu sendo A ou G). Apesar de todos os RNs reconhecerem HREs, mutagdes,
inversoes e repeticdes deste motivo geram elementos responsivos que sao especificos para cada
classe de receptores (ARANDA; PASCUAL, 2001). Estruturalmente, o DBD € composto por
dois motivos em dedos de zinco (zinc-finger); sendo que em cada um deles existem 4 residuos
de cisteina coordenados por um ion Zn2+. Além disso, o DBD possui 4 sub-regides, P-, D-, T-
e A- boxes, as quais foram caracterizadas por definir ou contribuir diretamente em diversos
fatores como: (1) especificidade aos elementos responsivos; (2) formagdo de uma interface de
dimerizacdo entre os DBDs; e (3) contato com o esqueleto do DNA (ARANDA; PASCUAL,
2001; LAUDET; GRONEMEYER, 2001).

A regido seguinte, regido D, € menos conservada que as regioes que a cercam (C e
E) e funciona como uma “dobradica” (hinge) que permite que os dominios de ligagdo ao ligante
e a0 DNA adotem diversas conformagdes. Esta regiao também contém um sinal de localizacao
nuclear (NLS) ou pelo menos uma parte funcional dele (ARANDA; PASCUAL, 2001).

O dominio de ligacdo ao ligante (ligand binding domain, LBD ou regido E) esta
envolvido em diversas fun¢des reguladas pela ligacdo do ligante, como liberagdo do receptor
do complexo de proteinas de choque térmico, translocagdo para o nuicleo, homo ou
heterodimerizacdo, recrutamento de correguladores e ativacdo da transcricdo de genes-alvo
(ARANDA; PASCUAL, 2001). A estrutura terciaria deste dominio é comum a todos os
receptores, com pequenas variagdes, sendo basicamente formada por 12 a-hélices, arranjadas

em trés camadas, sendo duas superficiais e uma central (Figura 2) (PAWLAK; LEFEBVRE;
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STAELS, 2012). Esse dominio também possui de 2 a 4 folhas-f3, que juntamente com as hélices
formam uma estrutura de sanduiche que envolve uma cavidade hidrofébica na forma de T,
responsdvel pela interacdo com os ligantes (bolsao de ligagao do ligante, ligand binding pocket,
LBP) (PAWLAK; LEFEBVRE; STAELS, 2012). Neste sitio hidrofébico, ocorre a interacao
entre os ligantes hidrofébicos e os aminodcidos do LBP, levando a mudancas conformacionais
no receptor, conforme serd descrito adiante. Por isso, ligantes diferentes podem provocar
diferentes mudancas conformacionais no receptor e, devido a isso, diferentes respostas
bioldgicas sao possiveis (PRIVALSKY, 2004). Neste dominio também estd presente a funcdo
ativadora dependente de ligante, AF-2, responsével pela ativacdo do receptor, por favorecer o
recrutamento de proteinas coativadoras, e também pela dimerizacao dos receptores (ARANDA;

PASCUAL, 2001; PAWLAK; LEFEBVRE; STAELS, 2012).

Figura 2. Estrutura cristalografica do receptor PPAR delta (PBID:2GWX), mostrando as “trés camadas” de
empacotamento das 12 hélices que compde os LBDs da maioria dos receptores nucleares. A) e B) Duas visdes do
LBD que diferem em 90 °uma da outra, em relagdo ao eixo vertical. As camadas sdo representadas em vermelho,
roxo e azul. As folhas betas sdo mostradas em amarelo e os loops em branco. A partir de Xu et al. 1999.

As primeiras estruturas tridimensionais de LBDs de RNs: as estruturas do Receptor
Retindide Xo (RXRa; sem ligante), do Receptor de Acido Retindico y (RARy; com ligante) e
do Receptor de Hormonios Tireoidianos B (TR[; com ligante), juntamente com outras,
revelaram que € no LBD que agem os agonistas € 0s antagonistas, ativando ou reprimindo a
transcrigdo, respectivamente (LAUDET; GRONEMEYER, 2001). A associa¢do do LBD com
proteinas correguladoras, como correpressores e coativadores, €, respectivamente, essencial
para repressdo e ativacdo de genes pelos receptores (ARANDA; PASCUAL, 2001). O

mecanismo de acdo dos RNs serd descrito adiante.



23

Por dltimo, temos a regido F, presente na posi¢cdo C-terminal de apenas alguns
receptores como o Receptor de Progesterona (PR), Receptor de Estrégeno (ER), e Receptor
Retindide X (RXR). Esta regido é um dominio pouco conservado com tamanho varidvel e
funcdo desconhecida. Porém estudos mostram que a regido F pode ter um papel no recrutamento
de coativadores pela regido E, além de determinar a especificidade do coativador com o LBD

(ARANDA; PASCUAL, 2001).

1.2 Mecanismo de acao dos receptores nucleares

A transcricdo de genes em eucariotos € regulada em diferentes niveis. Essa
regulacdo pode ser realizada por diferentes tipos de RNA polimerases e diferentes fatores de
iniciacdo, ou por fatores de transcricdo, capazes de se ligar ao DNA. Os RNs sdo fatores de
transcricdo modulados por ligantes, que auxiliam na funcdo da RNA polimerase II nos genes
alvos mediante formacdo de complexos multiproteicos (ARANDA; PASCUAL, 2001).

Os RNs podem se ligar a seus HREs na forma de mondmeros, homodimeros ou
heterodimeros (Figura 3). Homodimeros ocorrem quando € formado um complexo de dois RNs
iguais, como no caso dos ERs e TRs. J4 os heterodimeros sdo formados entre dois RNs
diferentes, sendo que o Receptor Retindide X (RXR) € o parceiro mais comum, por exemplo
TR-RXR, VDR-RXR e PPAR-RXR (ARANDA; PASCUAL, 2001; LAUDET;
GRONEMEYER, 2001). Os elementos responsivos que sdo reconhecidos por dimeros sdo
constituidos por dois motivos de reconhecimento arranjados de tal forma a permitir o perfeito
contato DNA-proteina. As diferentes formas nas quais o receptor pode se ligar a seu elemento
responsivo estdo relacionadas as diferencas nos dominios de ligacdo ao DNA e na interface de
dimerizacdo. A dimeriza¢do é um mecanismo que aumenta a afinidade, a especificidade e a
diversidade da ligacdo do receptor ao DNA (LAUDET; GRONEMEYER, 2001). Ja foram
descritas duas interfaces de dimerizacao distintas em receptores nucleares, uma no DBD e outra
no LBD, dependendo do tipo de receptor nuclear (PAWLAK; LEFEBVRE; STAELS, 2012).
A interface de dimerizacdo do DBD esté relacionada com a selecao por elementos responsivos,
enquanto que a dimerizacdo favorecida pelo LBD € responsdvel por estabilizar os dimeros

(LAUDET; GRONEMEYER, 2001).
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Homodimero Mondmero
LBD
DBD
CX
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Figura 3. Ligacdo do RNs nos HREs. As diversas orientagdes dos motivos hexaméricos: Pal (palindromo) - para
ligagdo de homodimeros; A/T (sequéncia rica em A/T+) - motivo hexamérico para a ligagdo de mondmeros; e
heterodimeros sdo formados tanto em Pal, quanto em DR (Repeticdo Direta) ou IP (palindromo invertido).
Modificado de Aranda & Pascual, 2001.

DR

Os receptores, em sua forma apo (sem ligante), costumam ser encontrados no
nicleo, mas para alguns casos também podem ser encontrados no citoplasma (subfamilia dos
receptores de esteroides) (ARANDA; PASCUAL, 2001). Se ligados ao DNA, os RNs atuam
reprimindo a transcricdo dos genes-alvo (Figura 4), associados a proteinas correpressoras.
Proteinas correpressoras sdo cofatores que se ligam a receptores apo ou complexados com
ligantes antagonistas (ligantes inibidores), sendo assim responsdveis pela inibicdo da
transcri¢do (PRIVALSKY, 2004). Neste caso, os correpressores apresentam-se complexados
com histonas deacetilases (HDACs), que condensam a cromatina nas regides proximas aos
promotores onde se ligam os RNs, impedindo a maquinaria transcricional de ser ativada

(ARANDA; PASCUAL, 2001; BRAGT; POPEIJUS, 2008).
AT wcaplpsno
SMRT/NCoR ) Deacetilagdo E% § @ Acetilagao
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\ LIGANTE holo RN
) %M

REPRESSAO ATIVACAO

Figura 4. Mecanismo de acdo cldssico dos RNs. Quando na forma apo (sem ligante), os RNs podem ser
encontrados no citoplasma ou no nicleo ligados a correpressores e deacetilases de histonas. Esse estado reprime
a transcricdo do gene. Uma vez que o ligante ativador chega e se liga ao RN (forma holo), muda sua conformagao
de forma a recrutar coativadores, acetilases de histona e toda a maquinaria da transcri¢do, ativando a expressao do
gene. Modificado de Aranda & Pascual, 2001.
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Alguns exemplos de correpressores que interagem com PPARs sdo: N-CoR
(correpressores de receptores nucleares) e SMRT (mediador silenciador para receptores de
retindides e de hormonios tireoidianos), que contém sequéncias hidrofébicas conservadas
(convencionalmente CoRNR boxes - motivo LXXXIXXXI/L, onde L é o aminoacido leucina,
I éisoleucina e X € um aminodcido qualquer) por onde se ligam aos RNs (BRAGT; POPEIJUS,
2008; PRIVALSKY, 2004). Essas sequéncias podem aparecer repetidas 3 vezes no N-CoR e 2
vezes no SMRT. Esses correpressores ligam-se a regido hidrofébica formada pelas hélices 3, 5
e 6 dos receptores (PRIVALSKY, 2004).

Para ativacdo dos RNs € preciso a ligacdo dos seus respectivos ligantes ativadores.
Alguns ligantes hidrofébicos de RNs, como os ligantes esteroides, se difundem livremente pela
membrana plasmatica até atingirem seus receptores no citoplasma. Outros, como por exemplo
0 hormonio tritodotironina (T3), necessitam de transportadores (LAUDET; GRONEMEYER,
2001). Como descrito anteriormente, o ligante, ao encontrar o seu receptor, se adapta ao bolsao
de ligacdo ao ligante (LBP) e provoca uma mudanca conformacional na proteina (BAIN et al.,
2007). Essa mudanga conformacional, em um mecanismo chamado de ‘ratoeira’ (mouse trap),
€ possivel de ser observada em estruturas cristalograficas do LBD dos receptores nas formas
apo e holo (sem e com ligantes) (Figura 5) (ARANDA; PASCUAL, 2001; BOURGUET;
GERMAIN; GRONEMEYER, 2000). Na presenca do ligante, a hélice 11 € empurrada por ele
e reposicionada em continuidade com a H10, entdo, o balango da hélice H12 libera o 6mega-
loop, que gira abaixo da H6, trazendo consigo a regido N-terminal da H3; na posi¢do final, a
H12 sela a “tampa” do LBP, criando um ambiente hidrofébico para estabilizar a ligacao,
podendo até fazer contatos adicionais com o préprio ligante (Figura 5) (LAUDET;

GRONEMEYER, 2001).



26

(a) Apo-LBD (b) Holo-LBD (c) Holo-LBD
(agonista) (antagonista)

trends in Pharmacological Sciences

Figura 5. Esquema dos trés estados conformacionais do LBD dos RNs. (a) Forma apo (sem ligante) do RXR LBD.
(b) Forma holo - ligante agonista - do LBD do RAR. (c) Forma holo — ligante antagonista — do LBD do RAR. A
superficie de dimerizacdo estd mostrada em verde, os sitios de ligacdo a correpressores e coativadores estd em
laranja, e a hélice H12 que contém a AF-2 estd em vermelho. LBP — Bolsdo de ligacdo ao ligante. Modificado de
Bourguet, Germain & Gronemeyer, 2000.

As mudangas conformacionais observadas na presenca de um agonista (ligante
ativador) resultam na dissociacdo do complexo correpressor e no recrutamento de coativadores.
Alguns coativadores sdo responsaveis pela modificacao da estrutura de histonas e da cromatina,
gerando uma estrutura de DNA aberta para a transcri¢do, enquanto outros sdo responsaveis pela
ligacdo a maquinaria transcricional, como por exemplo a TBP (TATA box-binding protein) e
o fator de transcricao 1IB (TFIIB) (Figura 4) (ARANDA; PASCUAL, 2001). A superficie
hidrofébica formada pelas hélices H12, H3 e H4 e HS (também chamada de AF-2) constitui o
sitio de ancoragem das proteinas coativadoras (KROKER; BRUNING, 2015). Coativadores
que interagem diretamente com receptores nucleares contém uma ou mais regides conservadas
LXXLL (L=Leucina, X=qualquer aminoicido) (BAIN et al., 2007, PAWLAK; LEFEBVRE;
STAELS, 2012). A familia p160 (GRIP-1, TRBP-1 e SRC-1) contém exemplos de coativadores
que se ligam aos RNs por intermédio deste motivo LXXLL. Os coativadores também formam
complexos com outras proteinas como as histonas acetil-transferases (HAT), que por meio do
relaxamento e modificacdo da cromatina préxima a regido promotora, recrutam outras
moléculas para o local, as quais, estabilizam a ligacio da RNA polimerase II (LAUDET;
GRONEMEYER, 2001; PRIVALSKY, 2004). Os PPARs, por exemplo, interagem com as
proteinas coativadoras CBP, TRAP220 (proteinas associadas a TRs), proteinas da familia SRC
(coativador de receptor de esteroide), RAP205 ou PGCIl-a (coativador-1 de PPARYy)
(ARANDA; PASCUAL, 2001; BERGER; MOLLER, 2002).
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1.3 Receptores Ativadores da Proliferacao de Peroxissomos - PPARs

Os Receptores Ativadores da Proliferacdio de Peroxissomos (Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor, PPAR) sdo fatores de transcricdo modulados por ligantes e
pertencentes a superfamilia dos RNs (LAUDET; GRONEMEYER, 2001). Os PPARs estao
envolvidos em diversos processos metabdlicos, como metabolismo de lipidios, adipogénese,
metabolismo energético e inflamacao (MICHALIK; WAHLI, 1999; VARGA; CZIMMERER;
NAGY, 2011; WAHLI; MICHALIK, 2012). A subfamilia dos PPARs € composta por trés
representantes codificados em diferentes genes: PPAR a, B/6 e y (Figura 6)(WILLSON et al.,
2000). Os trés PPARSs inicialmente foram clonados de uma biblioteca de cDNA de ras Xenopus
sp. em 1992, sendo posteriormente clonados de outros organismos como sapo, rato, coelho e
humanos (BERGER; MOLLER, 2002). Historicamente esses receptores receberam esta
nomenclatura devido ao primeiro isotipo descrito, o PPARa, se mostrar responsivo a
substancias proliferadoras de peroxissomos em roedores. Entretanto, esta nomenclatura ndo é
adequada para PPAR humano, pois nenhum dos isotipos € responsdvel pela proliferacdo de
peroxissomos neste organismo (BERGER; MOLLER, 2002; LAUDET; GRONEMEYER,
2001).

Figura 6. Identidade dos PPARs. Adaptado de Willson et al. 2000.

Os PPARs apresentam expressdo tecido-especifica dependente do isotipo. O
PPARa (NR1C1), mapeado no cromossomo 22 humano, € expresso em altos niveis nos 6rgaos
que apresentam significante metabolismo de &4cidos graxos como o figado, rins, coragao,
musculo esquelético, e tecido adiposo marrom. Estudos mostraram que o PPARa tem papel

critico no metabolismo de 4cidos graxos e no metabolismo energético (BERGER; MOLLER,
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2002). O PPARo também possui alguns papéis ndo metabdlicos no coracdo (GILDE;
FRUCHART; STAELS, 2006; LOCKYER et al., 2010).

O isotipo Y em humanos é encontrado no cromossomo 33. Duas isoformas do
PPARy (NR1C3), com diferengas apenas no N- terminal, ja foram identificadas, sendo ambas
derivadas do mesmo gene por meio de splicing alternativo e uso de promotores alternativos
(BERGER; MOLLER, 2002). As duas isoformas do receptor PPARY s3o encontradas no tecido
adiposo marrom e branco, promovendo a diferenciagao dos adipdcitos e o estoque de lipidios.
Além disto, o PPARYI1 ¢ expresso em outros tecidos como intestino, células vasculares, células
do sistema imune, além de células inflamatérias. O PPARY, além de atuar na diferenciacio de
adipdcitos, também atua sobre o metabolismo de lipidios, controle do metabolismo energético,
inflamacdo e sobre o mecanismo de sensibilizacdo de insulina, o que o torna um alvo muito
importante para o desenvolvimento de tratamentos para diabetes tipo II (BERGER; MOLLER,
2002; RIBEIRO FILHO et al., 2018).

O PPARP/6 (NR1C2) foi primeiramente denominado PPARP quando isolado da
biblioteca de Xenopus, como serd descrito adiante no texto. Em humanos, este isotipo €
encontrado no cromossomo 6 (BERGER; MOLLER, 2002). O PPAR /3 ¢ expresso na maioria
dos tecidos humanos, sendo que sua expressdao em alguns tecidos é dependente da proliferacao
e da diferenciacdo celular (BERGER; MOLLER, 2002).

Estruturalmente, os PPARs possuem algumas especificidades em relacdo aos
demais RNs. Sua cavidade de interacdo com ligantes (LBP), localizada entre as hélices H7, H10
e H3, € um dos maiores LBPs da superfamilia de RNs, com um volume aproximado de 1300 A3
(BATISTA et al., 2012; CLEVES; JAIN, 2015a; WAHLI, 2002). O volume do LBP do
PPARP/S e y € praticamente duas vezes maior que o dos outros receptores, sendo que apenas
40% e 30% do seu volume € ocupado por ligantes como dcido eicosapentaenoico e
rosiglitazona, respectivamente (MICHALIK; WAHLI, 1999). No caso do TR, o LBP possui
aproximadamente 600 A’ e seu ligante triiodotironina ocupa 90% de todo o volume
(MICHALIK; WAHLI, 1999; WAHLLI, 2002). O fato dos ligantes de PPAR identificados até o
momento ocuparem apenas parte do LBP levanta a possibilidade de que outros ligantes, talvez
mais volumosos, ainda possam ser identificados (MICHALIK; WAHLI, 1999).

O LBP dos PPARs é composto principalmente por residuos hidrofébicos, exceto
pelo fundo da cavidade, uma regido préxima as folhas-f, que possui residuos polares, como
serinas, que podem fazer contato direto com ligantes. A por¢do C-terminal do LBD também
merece destaque por conter a funcdo de ativacdo AF-2, que é formada pela estabilizacdo da

H12 contra as hélices H3, H4 e H5 do LBD, ap6s ligacdo do ligante, sendo assim essencial para
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a ativacdo do receptor por favorecer o recrutamento de proteinas coativadoras (KROKER;
BRUNING, 2015; LAUDET; GRONEMEYER, 2001; WURTZ et al., 1996), conforme foi
descrito anteriormente.

Os PPARs podem regular a transcri¢c@o por intermédio de mecanismos que podem
envolver, ou ndo, a ativagdo a partir da interagdo com ligantes. Na presenca de ligantes, o
heterodimero formado com o RXR se liga a regides de DNA (HRE) chamadas elementos
responsivos de proliferador de peroxissomo (PPRE), ativando a transcrigdo de genes
downstream do PPRE (Figura 7A). Os PPREs siao formados por repeti¢des diretas de dois meio-
sitios AGGTCA, com espacamento de um nucleotideo entre os meio-sitios (Direct Repeat-1,
DR-1). Esse mecanismo € chamado de transativacdo dependente de ligante e esta relacionado
ao recrutamento de complexos de coativadores que modificam a estrutura da cromatina e
facilitam a associa¢do da maquinaria transcricional ao promotor dos genes alvos (LAUDET;

GRONEMEYER, 2001; RICOTE; GLASS, 2007).

(a) Transativagdo (b) Transrepressao (c) Repressao
dependente de ligante dependente de ligante independente de ligante

2\ Co-repressores

TATA—: ATATA—:

PPRE NFxB
AP-1
PPAR/RXR PPAR/RXR

Co-ativadores PPAR

Figura 7. Atividades transcricionais dos PPAR. Os PPARs podem tanto ativar quanto reprimir a expressdo de
alguns genes. a) Transativacdo dependente de ligante. Os PPARs ativam a expressao génica de modo dependente
de ligante se ligando a elementos responsivos de PPAR (PPRE) na presenca de ligante. Isto acarreta o recrutamento
de complexos coativadores que modificam a estrutura da cromatina e facilitam a montagem da maquinaria de
transcricdo na regido promotora. b) Transrepressio dependente de ligante. Os PPAR podem reprimir a transcri¢do
na presenca de ligante antagonizando outros fatores de transcri¢do, como o fator nuclear-kB (NF-kB) e a proteina
ativadora-1 (AP-1). c) Repressdo independente de ligante. O PPAR pode reprimir a expressdo de alguns genes na
auséncia de ligante se ligando a elementos responsivos e recrutando complexos correpressores. Estes complexos
antagonizam a ac¢lo com coativadores e mantém a expressido génica reprimida. Modificado de: Ricote & Glass,
2007.

Além de promover a transcricdo, os PPARs também podem reprimi-la de forma
ligante-dependente. Neste caso um ligante se liga ao PPAR impedindo-o de se ligar ao PPRE
(Figura 7B). A repressao de genes alvos pode ainda ser realizada na auséncia de ligantes, sendo

denominada repressao independente de ligante, e ocorre quando o PPAR se liga ao PPRE
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mesmo na auséncia de ligantes, e recruta complexos correpressores que antagonizam as
atividades dos complexos coativadores (Figura 7C) (RICOTE; GLASS, 2007).

Os PPARs atuam como heterodimeros com o RXR (Figura 8), sendo que os PPARs
s@o incapazes de se ligar como mondmeros aos PPRE do tipo DR-1 (ARANDA; PASCUAL,
2001; LAUDET; GRONEMEYER, 2001). O RXR se liga ao meio-sitio 3’do elemento
responsivo, enquanto que o PPAR se liga ao 5°, sendo que a regido 5’ flanqueadora do PPRE
contribui para a seletividade de ligagdo de cada isotipo pertencente a subfamilia dos PPAR

(LAUDET; GRONEMEYER, 2001).
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Figura 8. Esquema mostrando a heterodimerizacdo entre PPAR e RXR. A) Heterodimero formado entre os
receptores PPAR (azul) e RXR (roxo claro) mostrando o posicionamento de ambos sobre a Repeti¢do direta DR-
1 (AGGTCA a AGGTCA). B) na parte superior da figura encontra-se a sequéncia do elemento responsivo,
contendo a DR-1, junto com a sequéncia flanqueadora 5°, importante para a especificidade de ligagdao do
heterodimero PPAR-RXR. Abaixo, posicionamento dos DBDs do PPARYy (vermelho) e do RXRa (azul) quando
ligados ao elemento responsivo. Modificado a partir de BATISTA et al., 2012.

Os PPARs sao considerados sensores de lipidios capazes de transformar alteragoes
nos padroes de lipidios/acidos graxos dos organismos em atividade metabdlica, levando ao
catabolismo de dcidos graxos ou ao estoque de lipidios. A diversidade de fungdes
desempenhadas pelos PPARs estd relacionada a sua capacidade em acomodar diferentes tipos
de ligantes em seu sitio de ligacdo (WAHLI, 2002). Os trés isotipos sdo capazes de ligar a uma
ampla gama de ligantes naturais e sintéticos. Dentre os ligantes naturais destacam-se acidos
graxos, prostaglandinas, leucotrienos (BERGER; MOLLER, 2002; LAUDET;
GRONEMEYER, 2001). Em relacdo aos ligantes naturais, os PPARs sdo ativados por ligantes

de baixa afinidade, deste modo estes receptores agem como sensores de uma mistura de ligantes
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e sdo ativados quando estes estdo presentes em alta quantidade (SCHWABE; TEICHMANN,
2004).

Devido ao potencial terapéutico da regulacdo dos PPAR no tratamento de desordens
metabdlicas, diferentes classes de ligantes sintéticos foram descritas. Para o PPARa existem
fibratos para o tratamento de hipercolesterolemia. Para o PPARy existem as glitazonas e as
sulfoniluréias, ambos farmacos hipoglicemiantes utilizados para o tratamento de diabetes tipo 2
(BERGER; MOLLER, 2002; MICHALIK; WAHLI, 1999). Diferentes compostos sintéticos,
como 0 GW0742 e 0o GW501516, j4 se mostraram capazes de ativar o isotipo /3, porém, até o
presente momento, nao hd medicamentos aprovados para uso clinico cujo alvo seja este receptor
(BATISTA et al., 2012; NEELS; GRIMALDI, 2014; TAN et al., 2016). Apesar disto, agonistas
do PPAR/6 possuem potencial para o tratamento de dislipidemia, obesidade e/ou resisténcia a
insulina, além de doencas de pele (BATISTA et al., 2012; LUQUET et al., 2004; MICHALIK
et al., 2006; WILLSON et al., 2000). Este isotipo foi escolhido como alvo deste projeto para

busca de novos agonistas.

1.4 PPAR/S

O PPARP (NR1C2) foi primeiramente isolado em células do ovério de Xenopus sp.
e, como suas relacdes com o ortélogo encontrado em mamiferos nao era clara, o receptor em
mamiferos recebeu outros nomes como PPARS, NUC1 e FAAR (receptor ativado por dcidos
graxos). Apesar da divergéncia da nomenclatura, apés as andlises das sequéncias primarias
desses receptores, concluiu-se que realmente este PPAR pertencia a superfamilia dos RN,
sendo que passou a ser denominado PPARB/6 (NR1C2) (LAUDET; GRONEMEYER, 2001;
NEELS; GRIMALDI, 2014; WILLSON et al., 2000).

O PPARP/S ¢ expresso na maioria dos tecidos humanos, e é encontrado
principalmente em cérebro, tecido adiposo, musculo esquelético, intestino, figado, coracao, e
pele (ATTIANESE; DESVERGNE, 2015; MONTAGNER et al., 2011; NEELS; GRIMALDI,
2014; PETERS et al., 2000).

Assim como os demais isotipos, o PPARPB/d estd envolvido em processos
metabdlicos como metabolismo energético, adipogénese e metabolismo de lipidios. Alguns
estudos indicam beneficios da ativacio do PPARP/60 em condi¢des de dislipidemia,
aterosclerose, obesidade, aporte de colesterol, assim como no decréscimo nos niveis de
triglicérides e glicose em modelos animais portadores de diabetes tipo 2 (BATISTA et al., 2012;
BRAGT; POPEIJUS, 2008; LUQUET et al., 2004; TAN et al., 2016).
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Este isotipo também possui atividades ndo-metabdlicas, principalmente no cérebro
e na pele. Essas atividades incluem efeitos neuroprotetores em doencas cerebrais, como
esclerose multipla, derrame, doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson (AGARWAL;
YADAV; CHATURVEDI, 2017; ALESHIN et al., 2013; BORDET et al., 2006; SKERRETT;
MALM; LANDRETH, 2014). Observagdes in vivo e in vitro apontam que o PPARPB/S € o
isotipo prevalente no cérebro sendo encontrado em todos os tipos celulares cerebrais em
camundongos (HENEKA; LANDRETH, 2007). E sugerido que ele esteja relacionado ao
metabolismo de lipidios no cérebro, uma vez que animais que nio expressam este isotipo
apresentaram um padrdo de mielinizagdo alterado (PETERS et al., 2000). A ativacdo do
PPARP/d em oligodendrdcitos imaturos promove diferenciacdo celular, turnover e maturagao
da mielina (HENEKA; LANDRETH, 2007). Iwashita e colaboradores demonstraram que
agonistas do receptor PPAR[/5 apresentam atividade antiapoptética in vitro IWASHITA et al.,
2007), apontando para um possivel potencial neuroprotetor desta classe de drogas, colocando
este receptor como um atrativo alvo terapéutico em desordens neurodegenerativas e isquemias.

O PPAR/S também atua em processos de diferenciacdo e proliferacdo celular,
regulacdo imune, e estresse oxidativo, especialmente na biologia da pele (ICRE; WAHLI;
MICHALIK, 2006; KUENZLI; SAURAT, 2003; ROSENFIELD; DEPLEWSKI; GREENE,
2000; SCHMUTH et al., 2008; TAN et al., 2004), a qual daremos maior destaque a seguir.

1.5 Pele

A pele € o maior 6rgao do corpo e protege o corpo da perda de dgua e de multiplas
agressoes (por exemplo, de lesdes mecanicas, microorganismos e luz ultravioleta - UV), além
de possuir funcdes de manutencao da temperatura corporal. Durante o envelhecimento, a pele
perde parte de sua habilidade protetora e regenerativa devido a genética e as alteragcdes
fisiologicas e histolégicas (CALLAGHAN; WILHELM, 2008).

A pele é composta por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme. A epiderme é
um epitélio escamoso estratificado e € responsavel pela barreira contra agentes quimicos, fisicos
e bioldgicos (ELIAS, 2005). A epiderme é composta por quatro camadas: estrato base, estrato
espinhoso, estrato granuloso e estrato cérneo (Figura 9). O estrato cérneo (stratum corneum) é
a camada mais externa, e ¢ composto de cornedcitos, lipidios intercornedcitos e queratina,
responsaveis pela funcao de barreira da pele (contra perda de dgua e danos fisicos ou externos

de microorganismos). A epiderme € renovada continuamente e sua integridade depende de um

equilibrio bem regulado entre a proliferacdo celular, diferenciacao e apoptose de queratindcitos,
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o tipo celular mais abundante na epiderme. Durante a sua maturacao, a epiderme evolui de uma
Unica camada de células epiteliais (queratindcitos) para um epitélio completamente
estratificado e diferenciado. Neste processo, as células progenitoras de queratindcitos da
membrana basal sofrem um programa de diferenciacdo sequencial, até atingirem as camadas
superiores da epiderme. Cada etapa da diferenciacdo € caracterizada pela expressdo de genes
especificos que sdo considerados marcadores da diferenciacdo. Diferentes genes de queratina
sdo transcritos na camada basal (queratina 5 (K5) e queratina 14 (K14)) se comparados as
células da camada espinhosa (queratina 1 (K1) e queratina 10 (K10)). A transicdo da camada
espinhosa para a granular é acompanhada pelo aumento da expressao de genes que codificam
proteinas estruturais do envelope cornificado, como involucrina (IVL) e transglutaminase-1
posterior (Tg-1) (DEL ROSSO; LEVIN, 2011; WIKRAMANAYAKE; STOJADINOVIC;
TOMIC-CANIC, 2014).

Estrato Cérneo

Estrato Granuloso

Estrato Espinhoso

Estrato Basal

Figura 9. Estrutura tipica da Epiderme. A epiderme € formada por quatro camadas: estrato basal, estrato espinhoso,
estrato granuloso, estrato cdrneo. Modificado de: Draelos & Thaman, 2006.

A camada mais externa da epiderme, o estrato cérneo, € o produto final da
diferenciacdo de queratindcitos e consiste em uma camada de proteinas interligadas e lipidios,
que funciona como uma barreira a perda de dgua transepidérmica e como defesa contra danos
fisicos, micrébios, e xenobidticos (DI-POI et al., 2004; MICHALIK; WAHLI, 2006). Os
cornedcitos sdo células sem nicleos e organelas, provenientes da diferenciagdo dos
queratindcitos do estrato basal (CALLAGHAN; WILHELM, 2008). Durante sua migracdo e
diferenciacdo pela camada basal para o estrato cérneo, os queratindcitos alteram o tipo de

lipidios produzidos: os fosfolipidios e os glicosofingolipidios sdo esgotados, enquanto que a
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producdo de ceramida, colesterol e dcidos graxos livres aumenta (DEL ROSSO; LEVIN, 2011;
YAAR; GILCHREST, 2001). A epiderme também possui melandcitos e células de Langerhans
apresentadoras de antigenos. Além disso, esta camada € separada da derme pela membrana
basal.

A segunda camada da pele, a derme, ¢ composta principalmente de proteinas da
matriz extracelular (MEC), as quais sdo produzidas principalmente por fibroblastos. Essas
proteinas sdo responsaveis pela elasticidade e suporte mecanico dos tecidos epiteliais. A
proteina mais abundante da MEC € o coldgeno tipo I, cujas fibras sdo responsdveis pela forca
e resiliéncia da pele (CALLAGHAN; WILHELM, 2008). Os fibroblastos da derme produzem
coldgeno tipo I heterotrimérico, o qual consiste de duas cadeias proal(I) e uma proa2(I)
codificadas por dois diferentes genes localizados em diferentes cromossomos. Outras proteinas
da MEC sdo elastina, proteoglicanos, fibronectina e outros tipos de colageno (III, V, VII). A
elastina € a uma das principais proteinas estruturais da MEC e mantém a flexibilidade,
extensibilidade e elasticidade da pele. Essa proteina também € sintetizada como uma pré enzima
chamada de tropoelastina (PASQUALI-RONCHETTI; BACCARANI-CONTRI, 1997;
ROSENBLOOM; ABRAMS; MECHAM, 1993). Também estdo presentes na derme o
suprimento vascular da pele, células do sistema imune, nervos, glandulas sebdceas e foliculos
pilosos (CALLAGHAN; WILHELM, 2008).

A camada mais profunda da pele € a hipoderme ou tecido subcutianeo, que consiste
principalmente de células adiposas responsdveis pelo suporte do tecido conectivo. Essa camada
também possui fibroblastos, vasos sanguineos, raizes de foliculos pilosos e nervos cutaneos
(CALLAGHAN; WILHELM, 2008).

O amadurecimento e desenvolvimento do tecido epitelial sdo regulados por
diversos receptores nucleares e seus respectivos ligantes (WINTERFIELD et al., 2003). Os trés
isotipos de PPARs estdo envolvidos em processos de regeneracdo de pele e na manutengdo da
homeostasia desse tecido, sendo que, de um modo geral, o desbalango de sua expressao pode
levar a algumas doencas de pele como psoriase, acne vulgar e dermatite (DI-POI et al., 2004;
SERTZNIG et al., 2008). Dessa forma, alguns estudos indicam os PPARs como alvos para
desenvolvimento de farmacos ou dermocosméticos (GUPTA et al.,, 2015; SERTZNIG;
REICHRATH, 2011; WINTERFIELD et al., 2003).

1.6 Envelhecimento de pele

O envelhecimento intrinseco da pele, isto €, a passagem do tempo, é um processo

bioldgico natural e complexo que € exemplificado pelo surgimento de rugas e demonstra pouca
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mudanga histolégica no tecido. O envelhecimento extrinseco, também chamado de foto-
envelhecimento, € resultado da incidéncia do sol, que contém radiagdo ultravioleta (UV) sobre
a pele no decorrer dos anos (BAUMANN, 2007; GILCHREST, 2013; GOSAIN; DIPIETRO,
2004; JENKINS, 2002; MORIWAKI; TAKAHASHI, 2008; QUAN; FISHER, 2015).

Virios fatores, independentemente ou em conjunto, resultam no fenétipo da pele
envelhecida, como genética, exposicdo ambiental, processos metabdlicos e alteragdes
hormonais. O surgimento de rugas suaves, o aumento da dureza da pele, epiderme mais fina, a
atrofia da derme, a reducao da elasticidade, a perda de tecido adiposo subcutaneo, a reducao da
capacidade de regeneracdo, a resposta imune menos eficiente, as alteragdes na barreira protetora
da pele, e o aumento da incidéncia de tumores sdo algumas das alteracdes observadas na pele
extrinsecamente envelhecida (CALLAGHAN; WILHELM, 2008; WATSON; GRIFFITHS,
2005). Durante o processo de envelhecimento também sido observadas alteracdoes na
proliferacdo e diferenciacio de queratindcitos, € mudangas na producdo de citocinas devido a
estimulos ambientais (YAAR; GILCHREST, 2001).

O surgimento de sulcos e rugas, juntamente com o afinamento da pele, sdo o
primeiro fendtipo de envelhecimento visual da pele. A maior parte desse fenétipo € causada
pelo desequilibrio entre as enzimas que controlam a remodelagdo e o reparo da MEC da derme.
Uma causa do desenvolvimento de rugas € a producao diminuida das proteinas mais abundantes
da MEC, colageno tipo I e elastina, que sdo responsaveis pelo suporte mecanico estrutural dos
tecidos circundantes e pela sua elasticidade. Essas proteinas sdo produzidas principalmente por
fibroblastos dérmicos, os quais tem seu numero e capacidade biossintética reduzidos durante o
envelhecimento (CHUNG et al., 2001; KWOK et al., 2012; MOLONEY et al., 1992).

Além da diminuicao das proteinas da MEC, ha também um aumento na expressao
de metaloproteinases de matriz (MMP). Essas proteinas sdo responsaveis pela degradacao de
algumas proteinas estruturais da MEC, resultando em perda da integridade estrutural da
epiderme e da derme, como serd explicado adiante (JENKINS, 2002; RITTIE; FISHER, 2002).
O processo de envelhecimento também requer a regulagdo da expressdo de inibidores de
metaloproteinases do tecido (TIMP), proteinas importantes no processo regulatério de
remodelagdo e reparo da matriz dérmica porque regulam a acio de MMPs (JENKINS, 2002;
RITTIE; FISHER, 2002).

A epiderme mais fina e a derme achatada encontradas na pele envelhecida tornam
este 6rgao menos resistente, o que pode resultar em perda da sua capacidade de manutencao da
temperatura corporal central (CALLAGHAN; WILHELM, 2008). A deficiéncia na barreira

epidérmica também pode resultar em ressecamento devido a perda percutanea de fluidos e
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eletr6litos; e falhas na prevencdo da penetracdo de agentes quimicos externos e
microorganismos. Alguns estudos indicam que o funcionamento imunolégico alterado em pele
envelhecida resulta em perda percutanea de fluidos, eletrdlitos e proteinas (CALLAGHAN;
WILHELM, 2008; INAMADAR; PALIT, 2005).

Finalmente, todas as alteracdes moleculares, fisioldgicas e histolégicas observadas
no tecido envelhecido também contribuem para diminui¢do da capacidade de regeneracdo da
pele, que serd descrita adiante em detalhes (ASHCROFT; MILLS; ASHWORTH, 2002;
BALLAS; DAVIDSON, 2001; GOSAIN; DIPIETRO, 2004). Esses processos que estdo em
desequilibrio na pele envelhecida mostraram-se influenciados por PPARB/6 de alguma forma,

como serd explicado a seguir.

1.7 PPARJ/o e pele

Todos os trés isotipos de PPAR foram detectados em pele humana e de roedor, mas
sua expressdo é varidvel em diferentes tipos de células e condi¢cdes. Em humanos, o PPARB/S
€ o isotipo mais expresso em queratindcitos, principalmente ao nivel do extrato basal (RIVIER
et al.,, 1998; WESTERGAARD et al., 2001, 2003). A expressio do PPARP/6 também ¢é
encontrada em melandcitos (KANG et al., 2004; MOSSNER et al., 2002), sebdcitos
(ROSENFIELD et al., 1999), fibroblastos dérmicos e células do foliculo capilar (BILLONI et
al., 2000; WEINDL, 2005). Existem diversas revisdes a respeito do papel dos PPARs, e em
especifico do PPARP/S, na manutencdo da homeostasia deste 6rgdo (ICRE; WAHLI,
MICHALIK, 2006; KUENZLI; SAURAT, 2003; ROSENFIELD; DEPLEWSKI; GREENE,
2000; SCHMUTH et al., 2008; TAN et al., 2004)

Em relacdo a pele de camundongos, a expressdo de PPARP/6 possui padroes
espago-temporais especificos. O PPARP/S é expresso em pele embriondria e pds-natal de
camundongos, sendo que sua expressdao diminui até o nascimento (MICHALIK et al., 2001).
Na pele adulta de camundongos, todos os isotipos de PPARs tém baixa expressdo, mas o
PPARJ/6 é o mais expresso. No entanto, esta expressao na pele adulta € principalmente devido
a presenca de PPARs nos foliculos pilosos, pois eles sdo indetectiveis na epiderme
interfolicular (MICHALIK et al., 2001). Em camundongos, utilizando-se estimulos para
proliferacdo de queratindcitos, por exemplo depilacio ou aplicacdo topica de acetato de
tetradecanoilforbol (TPA), a expressdao de PPARB/6 é aumentada (MICHALIK et al., 2001). O
aumento da expressao do PPAR[/6 apds estimulo também € observado em cultura primaria de

queratindcitos murinos. Nestes casos, estimulos inflamatérios como citocinas e luz UV
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aumentam a expressdo do PPARB/6 (SCHMUTH et al., 2004; TAN et al., 2001). Vdrios
trabalhos descrevem a expressao de PPARP/o6 em pele de camundongos (BRAISSANT et al.,
1996; BRAISSANT; WAHLI, 1998; MICHALIK; WAHLI, 2006, 2007; SERTZNIG et al.,
2008).

Um dos genes alvos do PPARP/S, o fator de transformacdo do crescimento betal
(TGF-B1) (KIM et al., 2008), participa na regulacido da deposicdo das proteinas da MEC, na
remodelacdo de tecidos, na adesdao e proliferacio celular, na modulacio de respostas
inflamatdrias, e na manutengao e restauracao epidérmica (VERRECCHIA; MAUVIEL, 2002).
A ativac@o do PPARP/S pelo agonista GW501516 aumenta a expressao TGF-f1-dependente de
coldgenos tipo I e III em células primdrias humanas de queratindcitos e fibroblastos (HAM et
al., 2009). Em relacdo a outras proteinas da MEC, a ativagcdo do PPARP/6 pelo agonista
GW501516 traz aos niveis normais a expressio de elastina e MMP-2 que foram,
respectivamente, down- e up-reguladas depois do tratamento com luz UV em fibroblastos
dermais humanos (HDF) (HAM et al., 2014).

O PPARP/d ¢ considerado um alvo valido para o diagnostico ou tratamento de
doencas de pele, pois sua expressao e/ou fun¢do desbalanceada foi encontrada em acne vulgar,
dermatite, psoriase e melanoma (DI-POI et al., 2004; SERTZNIG et al., 2008). No contexto das
desordens de pele, a expressao de PPARP/6 estd aumentada em psoriase (RIVIER et al., 1998;
SCHMUTH; ELIAS; FEINGOLD, 2003) e em carcinoma de célula escamosa (NIJSTEN et al.,
2005). Alguns estudos utilizam o PPARPB/6 como biomarcador para o diagnodstico de acne
vulgar (ELMONGY; SHAKER, 2012) e psoriase (EL EISHI et al., 2011; GUDJONSSON et
al., 2010; ROMANOWSKA et al., 2010; SWINDELL et al., 2013).

1.8 PPARJ/0 e estrutura e funcao da epiderme

Conforme mencionado, a barreira epidérmica € muito importante para a satde
humana, pois é responsdvel por prevenir a desidratacdo, e a entrada de microorganismos e
agentes quimicos. Vdrios estudos foram feitos para abordar os papéis PPAR[/6 na estrutura e
funcdo da epiderme, e alguns deles serdo destacados no texto.

Camundongos PPARP/d-deficientes ou knockdown ndo apresentam defeito grave
na maturacdo epidérmica (MAN et al., 2008; MICHALIK et al., 2001), sugerindo que o
processo de maturacdo epidérmica seja independente de PPAR[/6. No entanto, a ativacao de
PPARJ/6 estimula o processo de diferenciagdo de queratindcitos humanos e de camundongos

(KIM et al., 2006; SCHMUTH et al., 2004).
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Alguns estudos mostraram que o PPARP/S € o isotipo mais expresso durante a
diferenciacdo de queratindcitos em humanos, e sua expressdao permanece alta e praticamente
inalterada durante este processo em cultura de queratindcitos primarios humanos (RIVIER et
al., 1998; WESTERGAARD et al., 2001). Além disso, sob estimulag¢do pelo tratamento com
agonistas de PPARB/6 (GW0742 ou GW1514), foi observado um aumento da expressdo de
involucrina, um marcador de diferenciacio de queratindcitos, em pele de camundongo (KIM et
al., 2006; SCHMUTH et al., 2004), queratindcito primdrio de camundongo (KIM et al., 2006)
e queratindcitos primarios humanos (SCHMUTH et al., 2004; WESTERGAARD et al., 2001).
Este aumento da expressdo de involucrina observado foi considerado PPAR/3-dependente em
queratindcitos murinos (KIM et al., 2006). O tratamento com o ligante também resultou no
aumento da quantidade de envelopes cornificados em pele de camundongo (KIM et al., 2006).

Algumas alteragdes observadas em camundongos PPARP/3-deficientes, como uma
estratificacdo da epiderme mais pronunciada em animais PPARPB/d+/- (MICHALIK et al.,
2001), e um aumento da espessura da epiderme em animais PPARP/d knockout (KO) (MAN et
al., 2008), foram associadas ao aumento da proliferacdo de queratindcitos também observado
nestes animais. Corroborando esses achados, a ativacdo farmacolégica de PPARB/6 mostrou
diminuir a proliferacio celular em queratindcitos primarios de camundongo (KIM et al., 2006)
e em queratindcitos humanos imortalizados (BURDICK et al., 2007). Essa relagcdo indica que
o PPARP/d pode estar diretamente envolvido em processos de proliferacdo de queratindcitos.

Em relag@o aos lipidios da epiderme, in vivo, a ativacdo do PPARP/6 pelo agonista
GW1514 aumentou o acumulo de triglicerideos (SCHMUTH et al., 2004) e a producdo de
esfingolipidios em pele de camundongos (MAN et al.,, 2006). Em cultura primdria de
queratindcitos murinos, o aumento do acimulo de triglicerideos também foi observado
(SCHMUTH et al., 2004). Em queratindcitos humanos a ativagdo por GW1514 aumentou a
expressao das proteinas Perilipina 2 (adipose differentiation-related protein, ADRP ou PLIN2)
e Angiopoitina tipo 4 (fasting induced adipose factor, FIAF ou ANGPL4) (SCHMUTH et al.,
2004). Ambas as proteinas sdo alvos de regulacdo por PPARP/6 e estdo envolvidas,
respectivamente, no armazenamento € no metabolismo de lipidios (MICHALIK et al., 2006;
MONTAGNER et al., 2014).

Uma epiderme funcional deve ser impermedvel e proteger o corpo contra agentes
externos. Camundongos PPARP/6-KO exibiram recuperacdo retardada da barreira de
permeabilidade apds lesdo aguda (MAN et al., 2008). Além disso, o tratamento topico da pele

murina com agonistas de PPARP/d melhorou a homeostase da barreira de permeabilidade,
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resultando na aceleracio da recuperacdo da barreira epidermal apds disrupcdo aguda

(SCHMUTH et al., 2004).

1.9 PPARP/d e fechamento de feridas da epiderme

Apdés uma lesdo na pele, o processo de cicatrizagdo de feridas epiteliais é
responsavel por cobrir o local exposto com uma nova epiderme. Este processo consiste em trés
fases principais que interagem e se sobrepde: inflamagdo, nova formagdo de tecido, e
diferenciacdo do novo epitélio. Em se tratando da derme, durante o fechamento de feridas
ocorre o remodelamento deste tecido, com a sintese de novas proteinas da MEC, e a formacgao
da cicatriz, processos que podem levar meses (MICHALIK; WAHLI, 2007). Os papéis de
PPARP/S no processo de reepitelizacdo da pele ferida foram bem documentados em algumas
revisdes (ICRE; WAHLI; MICHALIK, 2006; MICHALIK; WAHLI, 2006, 2007; TAN et al.,
2004; WAHLLI, 2002).

Na fase inflamatdria, os queratindcitos sao expostos a citocinas pré-inflamatorias e
a lipidios bioativos (MICHALIK; WAHLI, 2006). Durante a cicatrizacdo de feridas, a
expressdo de PPARP/o é aumentada, e ele torna-se o isotipo PPAR mais expresso na epiderme
(MICHALIK et al., 2001). A expressdio PPARP/d é aumentada na fase inicial da lesdo e
permanece alta até o fechamento da ferida (MICHALIK et al., 2001). Uma interacdo
equilibrada entre queratindcitos, fibroblastos dérmicos e macréfagos € fundamental para a
cicatrizacdo eficiente de feridas. Este processo envolve a secre¢ao de TGF-B1 por fibroblastos
na derme da ferida, levando ao recrutamento de neutréfilos e macréfagos. Estas células
inflamatoérias secretam Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) € mantém assim a expressao de
PPARP/6 e a producdo de seus ligantes nos queratindcitos da ferida (TAN et al., 2001). O
PPARP/S ativado pelos ligantes reprime as cascatas da apoptose (DI-POI et al., 2002) e, dessa
forma, aumenta a diferenciacdo e a sobrevivéncia dos queratindcitos apds a exposi¢do ao
estresse, € ajuda a manter um ndmero suficiente de queratindcitos vidveis para reepitelizacao
da ferida (MICHALIK; WAHLI, 2006).

Em um segundo momento, que comeca horas apdés uma lesdo na pele, os
queratindcitos comeg¢am a migrar das bordas da ferida e proliferam para cobri-la. Estudos
mostram que o PPARPB/S tem um papel relevante durante a cicatrizagdo: animais PPARB/5+/-
tem a cicatrizacdo de feridas atrasada devido ao comprometimento da adesdo e da migracao dos
queratinécitos mutantes (MICHALIK et al., 2001). Este retardo na migragdo também foi

observado ex vivo em explantes de pele desses animais
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PPARP/3-/- (TAN et al., 2007). In vitro, culturas primdrias de queratinécitos PPARB/3+/- e
PPARp/6-/- também apresentaram atraso no fechamento da ferida do ensaio de migragdo 2D
(scratch assay) em comparagdo com as células PPARB/6+/+ (MICHALIK et al., 2001; TAN et
al., 2007). Corroborando o papel do PPARP/d no reparo de feridas epiteliais, a ativacdo
farmacoldgica do receptor pelo seu agonista GW501516, por tratamento topico ou liberagcdo de
nanoparticulas, acelera a cicatrizacdo de feridas em camundongos (HAM et al., 2009; WANG
et al., 2015). Em relacdo a expressdo génica de proteinas de MEC na cicatrizacdo de feridas,
ndo foram encontradas alteracdes na deposicdo de elastina e coldgeno entre a derme de animais
PPARp/d-deficientes e selvagens, tanto em pele normal (sem ferida), quanto no tecido ao redor
da ferida (MICHALIK et al., 2001). In vitro, a ativagao farmacoldgica de PPARP/S por TNF-
o (com e sem agonista de PPARP/6) aumentou a expressdao de MMP-9 (enzima gelatinolitica
envolvida na migragcdo de queratindcitos nas margens da ferida cicatrizante) em queratindcitos
primdrios murinos; e este resultado ndo foi observado em células PPARB/3-KO (DI-POI et al.,
2002). Em culturas de queratindcitos e fibroblastos humanos, a ativagdo do PPARP/S por
GW501516 aumentou a transcri¢io TGF-f1-dependente das proteinas da MEC coldgeno tipo I
e I (HAM et al., 2009).

O ultimo estdgio da cicatrizacdo epidermal consiste da estratificacdo e
diferenciacdo da nova epiderme, e colonizacdo do epitélio por outros tipos celulares (por

exemplo células do sistema imune).

1.10 Busca de ligantes para o PPARP/o

Devido ao elevado ndmero de pessoas afetadas por distirbios relacionados com
PPARDB/s, o desenvolvimento de ligantes especificos para modular a atividade desse receptor €
de grande importancia.

Um dos métodos mais comuns para verificacdo da atividade de receptores nucleares
€ o ensaio de transativacao celular (BERGER; MOLLER, 2002; LAI; JIANG; LI, 2006). Na
literatura existem alguns artigos sobre triagem em larga escala (high throughput screening, HTS)
de ligantes, cada um com sua particularidade, para alguns RNs como Receptor de Estrégeno
(ER), Receptor de Andrégenos (AR), Receptor de Hormonio Tireoidiano (TR), Receptor de
Farneséide X (FXR) e PPARs, utilizando-se metodologias de Transferéncia de Energia por
Ressonancia de Forster (FRET) e de ensaio de transativagdo com gene reporter f-lactamase ou
gene reporter luciferase (AGRAWAL et al., 2013; ANDRUSKA et al., 2012; BLANKVOORT
et al., 2001; DIAS et al., 1998; DU et al., 2011; FREITAS et al., 2011; GROVER et al., 2003;
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HSU et al., 2014; HUANG et al., 2011; MATSUURA et al., 2013; SEDLAK; PAGUIO;
BARTUNEK, 2011; SEIMANDI et al., 2005; SHI et al., 2005; SONNEVELD et al., 2006;
TAKACS; ABBOTT, 2007; WILSON; BOBSEINE; GRAY, 2004; WOLF et al., 2014; XIA et
al., 2013; ZHANG et al., 2014; ZHOU et al., 2008).

Em relacdo ao isotipo PPARR/$, existem alguns relatos utilizando-se o método de

transativagdo celular para triagem e caracterizacdo da concentragao-reposta de possiveis ligantes

ativadores (GROVER et al., 2003; MATSUURA et al., 2013; SEIMANDI et al., 2005;
TAKACS; ABBOTT, 2007; XIA et al., 2013). No entanto, estes relatos ndo utilizam ensaios
biofisicos para confirmar a interacdo direta entre os ligantes e o receptor e, portanto, permitem
a selecdo de falsos-positivos.

Para ensaios de triagem de compostos em larga escala, geralmente utiliza-se
bibliotecas de compostos (sintéticos, semi-sintéticos, naturais) ou bibliotecas de extratos de
plantas. O uso de bibliotecas apresenta a vantagem dos compostos ou extratos estarem reunidos
em um s6 local, facilitando o armazenamento e a utilizacdo deles com o uso de pipetadores
automdticos multicanais. A semi-automatizacdo dos experimentos permite que eles sejam
executados de maneira muito mais rpida e reduzindo erros que poderiam ser causados por
exemplo por repeticdo ou devido ao tamanho reduzido dos pocos (RENAUD; DELSUC, 2009;
SZYMANSKI; MARKOWICZ; MIKICTUK-OLASIK, 2012).

As bibliotecas podem ser organizadas de acordo com a origem dos compostos ou
extratos, ou por algum outro critério de similaridade (estrutura quimica ou uso anterior). A
biblioteca de compostos do NIH-NCC, por exemplo, retine pequenas moléculas que ja passaram
por ensaios clinicos em humanos. Colecdes similares de medicamentos aprovados pela US
Food and Drug Administration (FDA) provaram ser fontes ricas de bioatividade e potencial
terapéutico ainda nao descobertos. Esse tipo de biblioteca permite a identificacdo de um
segundo uso para medicamentos, € apresenta a vantagem desses compostos ja terem sido
avaliados quanto a toxicidade, biodisponibilidade e seguranca. Apds a identificacdo desses
compostos em uma nova triagem, eles podem ser otimizados quimicamente ou usados
diretamente para o tratamento de uma nova doenca, apds passos de validacao.

Extratos naturais também podem ser bons pontos de partida para selecdo de
compostos que possam desempenhar papéis relevantes no tratamento ou prevengdo de doengas
metabdlicas humanas ou na regulacdo de funcdes fisiologicas (HUANG et al., 2009). Além
disso, os extratos naturais trazem maior diversidade quimica de compostos, aumentando a
possibilidade de encontrar novas moléculas com atividade bioldgica em relacdo a nosso alvo

(RIGANO; SIRIGNANO; TAGLIALATELA-SCAFATI, 2017), especialmente no caso de
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bibliotecas que exploram biomas da diversidade brasileira. No caso dos PPARs, ja foi reportado
na literatura alguns estudos que realizam a busca de moduladores para tratamento da sindrome
metabodlica com produtos naturais, os quais podem apresentar baixa toxicidade e alta eficiéncia
(HUANG et al., 2009; RIGANO; SIRIGNANO; TAGLIALATELA-SCAFATI, 2017). No
entanto, ¢ importante mencionar que a triagem de bibliotecas de extratos naturais pode resultar
em baixos sinais de atividade, uma vez que cada fracdo/extrato testado € composto por
diferentes moléculas, e apenas uma delas pode apresentar atividade contra um alvo especifico,
e pode estar presente em baixas concentragdes na fragao/extrato. Neste contexto, as atividades
encontradas tendem a ser menores que as obtidas por controles positivos, pois estes geralmente
se tratam de um composto isolado e quimicamente otimizado (MATSUURA et al., 2013; XIA
et al., 2013).

A triagem experimental em high throughput screening (HTS) € uma tecnologia bem
estabelecida e adotada pela inddstria farmacéutica para a descoberta de hits inovadores com
potencial interacdo com alvos especificos. No entanto, o alto custo e baixa taxa de sucesso
associada ao HTS estimularam o desenvolvimento de alternativas computacionais (in silico)
mais baratas e rdpidas para aplicacdo na triagem de compostos, como as técnicas de selecao
virtual (virtual screening, VS) (CHENG et al., 2012; MENG et al., 2011). Comparado com o
HTS, o VS € uma abordagem de descoberta de farmacos mais direta e racional, e tem a
vantagem de ser uma técnica efetiva e de baixo custo (LEWIS; BASSAGANYA-RIERA;
BEVAN, 2010; MENG et al., 2011; SZYMANSKI; MARKOWICZ; MIKICIUK-OLASIK,
2012).
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CAPITULO II: JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
2.1 Justificativa

O PPARP/S possui importantes papeis metabdlicos (BRAGT; POPEIJUS, 2008;
LUQUET et al., 2004) e nao-metabdlicos, principalmente na manuten¢do da homeostasia da
pele e no reparo de feridas epiteliais (ICRE; WAHLI; MICHALIK, 2006; MICHALIK;
WAHLLI, 2007). Este RN pode acomodar diferentes ligantes em seu LBP, levando a mudancas
conformacionais na estrutura do receptor, que vao desencadear nos diferentes papeis deste
receptor (PRIVALSKY, 2004). O grande LBP do PPARP/3 permite que diferentes tipos de
ligantes naturais e sintéticos possam interagir € modular atividade deste receptor, e também que
novos ligantes ainda possam ser desenvolvidos para interagir com o seu sitio hidrofébico, para
acoes especificas (MICHALIK; WAHLI, 1999).

Baseado nas atividades do PPARf/6 em aceleracdo da cicatrizacdo, regulacio das
respostas inflamatdrias na pele, bem como em sua fun¢do como biomarcador para doengas de
pele humanas, este isotipo € considerado um alvo promissor para o tratamento de cicatrizagdao
de feridas e desbalanco da homeostasia da pele (GUPTA et al.,, 2015; SERTZNIG;
REICHRATH, 2011; WINTERFIELD et al., 2003). Estudos também mostram que o PPARPB/3
pode regular indiretamente, por intermédio do TGF-B1, a expressdao génica de proteinas da
MEC (como coldgenos e fibronectina) e de colagenases (MMPs) (HAM et al., 2009, 2014).
Todos estes processos encontram-se desbalanceados em pele envelhecida, indicando que o
PPARPB/S também possa ser um bom alvo para o desenvolvimento de dermocosméticos
buscando amenizar o fenétipo da pele envelhecida.

Até o momento, a importancia dos ligantes de PPAR para uso clinico estd restrito
aos isotipos PPARa e PPARY, e € voltado apenas para o tratamento de desordens metabdlicas
(BERGER; MOLLER, 2002; MICHALIK; WAHLI, 1999). Os esforcos para o
desenvolvimento de um novo ligante para PPARB/S devem estar focados em moléculas que
seletivamente regulem a ativacdo deste isotipo para a resposta celular desejada. Neste trabalho,
consideramos interessante a busca por ligantes que estimulem a cicatrizacdo de pele e possam

ter uma atividade “antiidade” neste 6rgao.
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2.2 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi prospectar compostos que possam atuar como

agonistas do PPARJ/0 e investigar os efeitos da modulacdo deste receptor por ligantes em

células epidermais.

Para alcancar tal objetivo, os seguintes objetivos especificos foram abordados:

Desenvolvimento de uma metodologia para triagem de ligantes que ativem e
estabilizem o PPAR/o;

Transferéncia do ensaio de transativagdo para microplacas de 96 pogos em
plataforma semi-automatizada;

Desenvolvimento dos protocolos de caracterizacao biofisica dos compostos (TSA e
supressao da fluorescéncia do ANS);

Validagdo da metodologia de triagem utilizando-se agonistas comerciais;

Triagem manual de derivados de produtos naturais e de compostos sintéticos de
colaboradores;

Triagem semi-automatizada de bibliotecas de produtos naturais € compostos
sintéticos;

Virtual screening de biblioteca de compostos, buscando-se otimizar a mteodologia
de triagem;

Desenvolvimento de protocolos de proliferacdo, diferenciacdo e migracdo de
queratindcitos humanos (HaCaT);

Avaliagao dos efeitos dos ligantes comerciais de PPARB/d na proliferagcdo, migragao,
diferenciacdo e expressao génica de proteinas de MEC em HaCaT;

Comparacdo dos niveis de expressao de RNA de proteinas da MEC entre animais
selvagens e knockout para PPARB/S em modelo de reparo de feridas;

Comparagdo dos niveis de expressdo de PPARPB/d em banco de dados de expressao

génica para amostras de pele de animais jovens ou idosos.
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CAPITULO III: MATERIAL E METODOS
3.1 Cultura Celular

e 203T - A linhagem de células utilizada para a padronizacdo dos experimentos
de triagem foi a célula de rim embriondrio humano 293T (ATCC® CRL-3216™, devido a
facilidade de cultivo e transfec¢do. As células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbeco’s
Modified Eagle’s Medium) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS), antibidticos
(100 unidades/mL penicilina e 100 mg/mL estreptomicina) e 0,37% de bicabornato de sédio e
mantidas em estufa imida a 37°C e 5% de CO..

e HaCaT - Para experimentos de caracterizacdo dos ligantes de PPARB/S em
células epidermais foi utilizada a linhagem de queratinécitos humanos HaCaT (queratindcitos
de pele imortalizados de humanos adultos propagados em baixa concentracio de Ca** e em
temperatura elevada - immortalized Human Adult skin keratinocytes propagated under low
Ca++ concentration and elevated Temperature). HaCaT foram cultivadas em meio DMEM,
high glucose GlutaMAX™ Supplement (Thermo Fisher) que ji contém Ca®** 1,8mM,
suplementado com 10% (v/v) de FBS e antibioticos (100 unidades/mL penicilina e 100 mg/mL
estreptomicina), tripsinizadas com Tripsina-EDTA (0,25%) e mantidas em estufa imida a 37°C
e 5% de COs. Experimentos com células HaCaT foram realizados durante estigio BEPE-
FAPESP (#2016/16476-2) no laboratério da Dra. Michalik no Centro de Gendmica Integrativa

(Center for Integrative Genomics, CIG) da Universidade de Lausanne, na Suica.

3.2 Ligantes comerciais do PPAR/

Os ligantes comerciais utilizados para a padronizacdo dos experimentos foram:
GWO0742 (CAS 317318-84-6, Sigma Aldrich), GW501516 (CAS 317318-70-0, Sigma
Aldrich), Bezafibrato (CAS41859-67-0, Sigma Aldrich), L-165,041 (CAS 79558-09-1, Sigma
Aldrich), e GSK0660 (CAS1014691-61-2, Sigma Aldrich) (Figura 10).
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Figura 10. Estruturas dos ligantes comerciais de PPARB/S. A) GW0742, B) GW501516 e C) L-165,041 sdo
agonistas de PPARP/3, D) Bezafibrato, pan-agonistas dos trés isotipos de PPARPB/S, E) GSK0660, antagonista de
PPARP/S. Fonte: Sigma-Aldrich/Merck

3.3 Plasmideos

Ensaios de cultura de células foram realizados com os plasmideos: 1) pBIND-
PPARS, o qual, sob o controle do promotor de citomegalovirus (CMV), codifica para uma
proteina quimera, composta pelo DBD da Galactosidase 4 (GAL4-DBD) e o LBD do PPARPB/d
humano (hPPARGS-LBD); 2) pGRE-LUC, o qual contém o elemento responsivo da GAL4
upstream do gene reporter de luciferase de vagalume (firefly). A proteina PPARS:GALA4,
quando ativada por um ligante, pode induzir a transcricdo do gene reporter de luciferase
codificado pelo plasmideo pGRE-LUC. O plasmideo pBIND-PPARS modificado € o pGRE-
LUC foram um presente do Dr. Paul Webb (The Methodist Hospital Research Institute,
Houston, EUA) (MATSUURA et al., 2013; XIA et al., 2013). Para controle da eficiéncia de
transfeccao (vector normalization), foi utilizado o plasmideo pRL-TL, que constitutivamente
expressa luciferase de Renilla reniformis (FAN; WOOD, 2007; PAGUIO et al., 2010).

Para experimentos in vitro utilizando hPPARB/6 LBD recombinante, foi utilizado
um vetor pET28a-His-LBD-PPARJ, que contém o LBD do gene humano do PPARB/S (aa 171-
441) fusionado com uma cauda His-tag (BATISTA et al., 2012).
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3.4 Ensaio de transativaciao em 96 pocos para triagem de compostos

3.4.1 Padronizacdo do ensaio de transativagdo

O ensaio de transativacdo com gene reporter € o ensaio mais utilizado para verificar
a ativagdo dos receptores nucleares (BERGER; MOLLER, 2002). Quando formatado em
microplaca de 96 pocgos (ou 384) € interessante para a triagem de ligantes por permitir menor
gastos com reagentes, possibilitar um teste de mais compostos na mesma placa, reduzir o tempo
gasto para a triagem, e possibilitar a robotizacdo do experimento em plataforma de bioensaios.

Para padronizacdo do ensaio em placa de 96 pocos foram realizados vdrios testes
buscando-se a melhor condi¢do para a realizacao do experimento em relagdo a transfecgdo, a
quantidade de reagente adicionado, ao meio de cultura utilizado na triagem e ao tempo de
incubacao.

Em nosso protocolo, o modelo de transfec¢do se baseia na transfeccao das células
numa etapa anterior ao plaqueamento na placa de 96 pogos, assim como nos trabalhos de
Matsuura (2013), Xia (2013) e Wolf (2014). Células 293T foram plaqueadas em placas de
100 mm, apds atingirem a confluéncia de 70%, as células foram transientemente co-
transfectadas com os plasmideos pBIND-PPARS, pGRE-LUC e pRL-TK, utilizando-se o
reagente Lipofectamine 2000® (Life Technologies) (propor¢ao 2 pL lipo :1,5 pg de DNA) e
650 ng de cada um dos plasmideos. O mix foi incubado a temperatura ambiente por 20 minutos
e gotejado por toda a superficie da placa. As células foram entdo incubadas por 6 horas em
estufa imida a 37°C e 5% de CO2. Apds o periodo de incubagdo, as células foram entdo
removidas com tripsina e transferidas para microplaca de 96 pocos (placas de triagem,
microplacas brancas - Perkin Elmer) a 4x10* células/pogo (ou 2 x 10%, 3 x 10%, 4 x 10%, 5 x 10%,
6 x 10* células, conforme indicado no experimento) totalizando 100 pL. de meio DMEM 10%
FBS. Apds o plaqueamento, as células foram tratadas com 1 pM do agonista GW0742 ou
veiculo (sulfoxido de dimetilo - DMSO), apés 24h a expressdo do gene reporter foi
quantificada.

A etapa seguinte a ser padronizada foi a determinacdo das quantidades dos
reagentes do kit de leitura do gene reporter Dual Luciferase® necessarias para leitura do ensaio,
variando a quantidade dos substratos de leitura de Luciferase (Larll, substrato da luciferase de
firefly) e Stop&Glo®. O tampao de lise passiva foi utilizado no volume de 20 pL. conforme
indicado pelo fabricante, e a placa foi incubada por 20 min com agitacdo suave. Foram testadas

combinagdes de 50, 25 e 20 pL de Larll e de Stop&Glo®.
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Ap06s determinagdo da quantidade dos reagentes para leitura do gene repérter, foram
realizados testes para escolha do melhor meio para incubagao com os compostos (DMEM sem
FBS ou DMEM 10% Charcoal stripped serum). Este teste foi realizado aos moldes de uma
placa de triagem, contendo controles positivos (ligante comercial) e negativos (sem ligante,
apenas o veiculo DMSO), além de alguns outros ligantes para teste a concentracdo de 1 uM.
Os resultados do teste foram avaliados utilizando o Fator Z’, um fator estatistico para placas de

High-Throughput Screening (HTS), que serd discutido adiante.

3.4.2 Protocolo final de transativacdo para triagem de compostos

O racional do experimento de transativacao € explicado na Figura 11. No protocolo
otimizado desenvolvido para triagem em placa de 96 pocos, células 293T foram plaqueadas em
placas de 100 mm?. Apés as células atingirem a confluéncia de 70%, foi preparado um mix com
650 ng de cada um dos plasmideos (pBIND-PPARS, pGRE-LUC e pRL-TK) e Lipofectamine
2000® (Life Technologies) (propor¢ao 2 pL lipo :1,5 pug de DNA). Apés 20 minutos de
incubagdo, o mix foi gotejado por toda a superficie da placa contendo as células. As células

foram entdo incubadas por 6 horas em estufa imida a 37°C e 5% de COa.
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Figura 11. Principio do ensaio de transativagdo do PPARB/S. Este ensaio ¢ baseado na transfeccdo transiente de
células 293T com trés plasmideos: pBIND-PPARS codificando para uma proteina quimera do DBD da GAL4 e
LBD do PPARSG/S; pGRE-LUC que possui o elemento responsivo da GAL4 upstream ao gene reporter de
luciferase de vagalume (firefly) (LUCF): e o vetor pRL-TK, que constitutivamente expressa luciferase de Renilla
(LUCR). Células transfectadas expressam as proteinas PPARB/S de luciferase de Renilla de maneira constitutiva.
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Quando as células transfectadas sdo tratadas com alguma molécula que atua como um ligante agonista (+ligante,
como GW0742, o PPARB/S se liga ao elemento responsivo GRE-LUC e induz a transcricdo de LUCE, processo
chamado de ativacdo de PPARB/3. A expressdo do gene reporter correlaciona com a bioatividade de PPARB/S na
amostra. Nota: para simplicidade, apenas o monomero de PPARS/3 ligado ao GRE ¢é mostrado.

Enquanto isso, os compostos a serem triados foram reformatados para uma placa
de 96 pocos (placas de triagem, microplacas brancas - Perkin Elmer) contendo 50 uL. de DMEM
suplementado com 10% de Charcoal Stripped FBS. Para triagem de compostos de
colaboradores, as amostras de teste foram adicionadas manualmente nas concentragdes
indicadas em cada experimento. Para triagem de compostos/extratos de bibliotecas, estes foram
adicionados utilizando um pipetador automdtico Thermo Scientific™ Versette™ Automated
Liquid Handler equipado com uma cabeca de 96 ponteiras. Para a biblioteca Phytobios, os
extratos foram triados na concentracdo final de 10 pg/mL; para os compostos da biblioteca
NIH-NCC, a 1 uM. Para todas as placas de triagem, a coluna 1 foi configurada como controle
negativo (veiculo, 1% de DMSO) e a coluna 12 foi configurada como controle positivo (1 uM
GW0742, ~ 0,00047 pg/mL).

Ap0s as 6h da transfeccao, as células foram plaqueadas nas microplacas brancas de
96 pogos (4 x 10* células por pogo) que ji continham os controles ou compostos/extratos de
teste, num volume final de 100 pL. por poco de DMEM suplementado com 10% Charcoal
Stripped FBS e antibidticos (100 unidades/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina).
As placas foram incubadas em estufa imida a 37°C e 5% de COsx.

Apo6s 24 horas, o meio foi aspirado manualmente, ou com o auxilio do Thermo
Scientific™ Versette™ Automated Liquid Handler no caso de ensaios semi-automatizados.
Para todos os ensaios, a atividade da luciferase foi medida em cada poco com o kit Dual
Luciferase® Assay Reporter System (Promega). As solugdes de leitura foram adicionadas com
o dispensador de reagente Thermo Scientific™ Multidrop™ Combi Reagent Dispenser da
seguinte forma: primeiro, 20 puL de solugdo de Lise, seguido de 20 min de incubagao; entdo 25
puL de substrato LARII, seguido de medi¢cdes de luminescéncia no leitor de placas
CLARIOstar® (BMG Labtech); finalmente, foram adicionados 25 pL de substrato Stop&Glo®
e mediu-se a luminescéncia.

Para todas as placas, foi realizado uma normalizacdo pelos resultados de luciferase
de Renilla (vetor controle de transfeccdo) para controlar as diferencas na efici€éncia de
transfeccdo entre as amostras. Para essa normalizacdo pelo vetor (vector normalization),

calculamos a razdo do sinal de luciferase de firefly/sinal Renilla (sinal firefly/Renilla). O sinal
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de luciferase de Renilla (‘valor de Renilla’) também foi utilizado para calculo da ‘citotoxicidade
aparente’.

Para ensaios de curva concentracdo-resposta dos agonistas comerciais (GW0742,
L-165,041, GW501516), estes foram testados nas concentracdes de 107! a 10°M. Foram

realizados dois experimentos independentes com trés replicatas técnicas cada.

3.4.3 Andlise estatistica da transativagcdo em placas de triagem

Apés normalizagdo pelo controle de transfeccdo, as placas com o0s
compostos/extratos para triagem foram analisadas quanto a citotoxicidade aparente desses
compostos/extratos. Para este cdlculo, foram analisados os valores do sinal do luciferase de
Renilla, gene repérter utilizado como controle de transfec¢do e cujo valor deve ser proximo
entre todos os pocos com células transfectadas. Pogos com expressao do repdrter Renilla cinco
desvios padrdo (5 x SD) abaixo do valor médio dos controles (positivo e negativo) foram
considerados citotéxicos e, consequentemente, foram descartados da triagem.

Para analisar o desempenho do ensaio de triagem, utilizamos o fator Z’, um fator
estatistico para placas de HTS, como parametro para avaliar a robustez e confiabilidade do
método entre as diferentes placas de triagem (ZHANG, 1999). Este fator indica se o ensaio tem
efeito estatistico suficiente para ser considerado. O fator Z’ considerado bom deve ser superior
a 0,5. O fator Z’ ¢ calculado por meio da férmula:
3(op+ 0n)

Z-factor=1 — )
| 1tp — ptn|

Nessa férmula sdo levados em consideracdo o desvio padrdo (o) do controle
positivo- sinal (p) e do controle negativo- background (n), bem como a média (p) desses
controles. Para o cdlculo do fator Z’, consideramos, apds a normaliza¢do pelo controle de
transfeccdo, os controles positivos (GW0742) como sinal e controles negativos (DMSO) como
background.

Para distinguir entre compostos que ndo ativaram de ligantes em potencial utiliza-
se como critério de selecdo a medida de sete desvios padrdes do controle negativo (Dp),
compostos com sinal acima desse valor sdo considerados candidatos a hits. O critério é em
relacdo a cada placa individual, para levar em consideragdo a variacao intrinseca dos sinais de
controles negativos por placa. Para confirmagao dos candidatos pré-selecionados, estes foram

re-testados em triplicata.
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3.5 Ensaio de citotoxicidade por MTT

O MTT (brometo de 3-(4,5)-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio) é muito
utilizado em ensaios de citotoxicidade, tanto para avaliar compostos em diferentes
concentracoes, quanto condi¢des de cultivo celular (AOKI et al., 2014; HUANG et al., 2013;
JUNG et al., 2007; KIM et al., 2008). Se a célula permanece viva durante o tratamento com o
composto, desidrogenasses mitocondriais sdo capazes de reduzir o ntcleo tetrazélico do MTT

a Formazam (Figura 12), um composto de colorag@o roxa, cuja intensidade é mensurada por

absorbancia (MOSMANN, 1983; RISS et al., 2004).
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Figura 12. Redug@o do MTT (brometo de 3-(4,5)-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazélio) & Formazan. Retirado
de RISS et al., 2004.

Para células 293T, 4x10* células por poco foram plaqueadas em microplacas
transparentes de 96 pogos (Sarstedt) em meio DMEM 10% FBS, com DMSO a 0,1, 1%, 3%,
5%, 10% e 50% e GW0742 1 uM. Apos 20 horas de incubacdo com o tratamento, o meio celular
foi mudado para solucdo salina de fosfato tampao (PBS), e 10% de MTT (5 mg/mL em PBS)
foram adicionados a cada pogo. As células foram incubadas a 37 °C durante 3 h, removeu-se o
PBS e adicionou-se 100 pL de DMSO para dissolver os cristais de formazan. O ensaio foi lido
em 560 nm no leitor de placa GloMax® 96 Microplate Luminometer (Promega). No
experimento em que relacionamos os resultados do MTT com a expressao do gene reporter
Renilla, para compara¢do com nosso parametro de citotoxicidade aparente (apenas com base
na expressao do reporter de Renilla), foram realizados 4 experimentos independentes com trés
replicatas técnicas cada. Os dados foram analisados pela 2-way ANOVA seguida do teste de

comparacao multipla da Sidak no software Graphpad Prism.
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3.6 Expressao heterologa e caracterizacio do hPPARo LBD
3.6.1 Expressdao hPPARS LBD

Para a produgao do receptor hPPARS LBD de forma heterdloga primeiramente uma
cultura de Escherichia coli BL21(DE3) cdlcio competente foi utilizada para transformar o
plasmideo pET28a contendo a sequéncia hPPARS LBD (aa 171-441) fusionado com histidina.

O protocolo de expressao e purificacio do hPPARS LBD foi desenvolvido por
BATISTA et al., 2012. As células de E. coli BL21(DE3) transformadas cresceram por 12h em
meio Luria-Bertani (LB) seletivo contendo canamicina 50 pg/mL a 37°C sob agitacdo
(250 rpm). Dez mililitros dessa cultura foram utilizados para inocular 1 L de meio LB contendo
50 pg/mL de canamicina e o indculo foi incubado a 20 °C sob agita¢ao (200 rpm). Quando a
densidade 6ptica (D.O.) da cultura atingiu um valor entre 0,6 e 0,8 a 660 nm, esta foi induzida
pela adicao de 0,5 mM isopropil B-D-1-thiogalactopiranosideo (IPTG) e incubada a 20 °C com
agitacdo de 200 rpm overnight (BATISTA et al., 2012).

ApOs a incubacdo, a cultura foi centrifugada a 7000 rcf por 10 minutos a 4 °C, o
sobrenadante foi descartado, e o precipitado, ressuspendido em tampao A (20 mM HEPES
pH 7.5, 300 mM NaCl, 5% glicerol) contendo 10 mM fenilmetilsulfonilfluor (PMSF), 10 mM
B-mercaptoetanol e 250 pug/mL de lisozima. O lisado foi sonicado, centrifugado (30.000 rcf,
60 min, 4 °C) para clarificacdo e, posteriormente, submetido a cromatografia de afinidade em
resina TalonSuperflow Metal Affinity Resin (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA) e
eluido em gradiente Imidazol 5-300 mM. As fra¢des contendo a proteina foram concentradas e
o Imidazol retirado pela lavagem da amostra em tampao A em concentrador Amicon (10 kDa)
(BATISTA et al., 2012). Quando necessério, mais um passo de purificacao foi acrescentado
com o uso de uma coluna de gel filtragdo Superdex 200 10/300 (GE Life Sciences). Esta
purificacdo ocorreu em tampao GF (20 mM HEPES pH 7,5, 200 mM NaCl, 5% Glicerol). A
proteina foi quantificada por absor¢cdo UV 280 nm, utilizando-se o coeficiente de extin¢do

molar do hPPARS LBD (g = 23,04) e o peso molecular (33,492 kDa).

3.6.2 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

O Espalhamento Dindmico de Luz (Dynamic Light Scattering, DLS) foi utilizado
para verificar o tamanho e homogeneidade da amostra. Neste experimento, a proteina hPPARS
LBD foi analisada na concentracdo de cerca de 2 mg/mL (60 uM) em 100 aquisi¢cdes de 5
segundos cada, a 15 °C, com 80% da poténcia do laser. O equipamento utilizado foi o

DynaPro™ (Protein Solutions™).
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3.6.3 Dicroismo Circular (CD)

Para preparo da amostra para aquisicao do espectro de dicroismo circular (circular
dicroism, CD) primeiramente o hPPARS LBD foi diluido em agua para 30 uM e dialisado
contra 4gua a 4 °C por 16 h. A didlise foi feita para reduzir a quantidade dos componentes do
tampao presentes em solucdo, pois alguns sais € o Imidazol absorvem nos comprimentos de
onda analisados, substituindo o sinal da proteina analisada pelo sinal do reagente, provocando
erros na aquisicao do espectro da proteina. No caso de avaliacdo de ligantes ou compostos, estes
foram adicionados na concentra¢do de 90 uM (1proteina:3ligante) a proteina durante a dialise.

Ap6s a didlise, a proteina foi centrifugada com 1 pL. de DTT a 20817 rcf por
10 minutos. Para aquisicao do espectro, a proteina foi utilizada a 30 uM ou diluida para 15 uM
quando os componentes do tampdo absorveram no comprimento de onda analisado,
mascarando o sinal do espectro da proteina. Para aquisicdo do espectro foram feitas 20
acumulagdes de varredura entre os comprimentos de onda de 198 nm a 260 nm (UV near). O
Tampao A dialisado contra dgua foi utilizado como padrdo. O equipamento utilizado foi um
espectropolarimetro J-810 (Jasco). Os dados foram exportados do equipamento e tratados no
software OriginPro8.

Para aquisicdo da temperatura de melting (Tm) ou temperatura media de
desenovelamento da estrutura secunddria foi realizado com amostra com a mesma concentracao
e tratamento (presenga ou ndo de ligantes). O desenovelamento térmico foi realizado variando-
se a temperatura da amostra de 10 °C a 90 °C, em uma rampa de 1 em 1 °C, monitorando os
comprimentos de onda caracteristicos de a-hélice 208 nm e 222 nm. Os dados foram exportados

do equipamento e tratados no software OriginPro8.

3.7 Termoestabilidade (Thermal Shift Assay, TSA)

O ensaio de termoestabilidade (Thermal Shift Assay, TSA ou Differential Scanning
Fluorimetry, DSF) € um método rapido, sensivel e barato para monitorar a estabilidade da
estrutura tercidria de proteinas, auxiliando na identificacdo de condi¢des Otimas para a
estabilidade proteica e na investigacao de intera¢des entre proteinas e seus ligantes especificos.
O ensaio de TSA € baseado na desnaturacdo da proteina, induzida por temperatura, monitorada
por um fluor6foro sensivel, por exemplo, uma sonda que se liga a partes hidrofébicas das
proteinas. Neste caso, a medida que a proteina se desenovela, suas partes hidrofébicas sao

expostas e o fluoréforo emite fluorescéncia (NIESEN; BERGLUND; VEDADI, 2007). Os
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dados de fluorescéncia sd@o submetidos a um ajuste sigmoide e, a partir deste, é determinada a
temperatura de melting (Tm). ComparacOes entre as Tm obtidas podem ser usadas para
determinar quais compostos influenciam na estabilidade da estrutura terciaria do PPARf/6, pois
¢ sabido que receptores nucleares tem sua estrutura tercidria estabilizada quando ligados a seus
ligantes (FIGUEIRA et al., 2011; HAMURO et al., 2006; PISSIOS et al., 2000; RASTINEJAD
et al., 2013).

Este ensaio foi realizado no aparelho 7500 PCR Real Time System (Applied
Biosystems) com o fluor6foro SYPRO® Orange (Sigma Aldrich). Primeiramente, foi realizado
um teste com diferentes concentracdes de sonda e proteina para determinacdo da melhor
condi¢do experimental. Foram testadas em duplicata concentracdes de 5X, 10X e 20X da sonda
e S uM, 10 uM e 20 uM de proteina, e também foi testado o protocolo genérico de TSA que é
aplicado para outras proteinas no laboratério, como o isotipo PPARy: 4 uM de hPPARS LBD
e 1X de sonda (RIBEIRO FILHO et al., 2018). Em uma placa de 96 pocos foram adicionados
hPPARS LBD e sonda SYPRO® Orange nas condicdes do teste diluidos em Tampao GF
(20mM HEPES pH7.5, 200mM NaCl, 5% glicerol). As medidas se iniciaram em 19°C e
terminaram em 89°C, em uma rampa de 1 em 1°C, totalizando 70 medi¢des.

Apo6s determinagdo da melhor concentracdo de sonda e de proteina, o ensaio de
TSA foi realizado tanto qualitativamente, quanto quantitativamente. Para o protocolo de TSA
qualitativo, em uma placa de Micro-amp 96 pocos (Applied Biosystems) foram adicionados
10 uM de hPPARS LBD e 5X SYPRO® Orange (Sigma Aldrich) em tampao GF e 30 uM
(~0,01 pg/mL) de agonistas comerciais (GW0742, GW501516, Bezafibrato e L-165,041, 1
proteina: 3 ligante) ou compostos de colaboradores, ou 140 pg/mL de extratos da biblioteca
Phytobios. A placa contendo proteina e ligantes foi incubada por 1h antes da leitura.

O TSA quantitativo foi realizado nas mesmas condi¢des, variando as concentracoes
de ligante/extrato (as concentragdes de GW0742 foram 0,3 uM, 0,5 uM, 1 uM, 3 uM, 5 uM,
10 uM, 30 uM e 50 uM, as concentragdes de extrato da Phytobios foram: 5, 10, 30, 50, 100,
300, e 500 pg/mL). Para experimentos qualitativos e quantitativos utilizou-se o equipamento
7500 PCR Real Time System (Applied Biosystems), e as medidas foram tiradas de 9 °C a
89 °C, com um gradiente de 1 °C por minuto, totalizando 80 medidas. O ensaio foi realizado
em ftriplicata e os dados foram analisados no soffware OriginPro8.1. Para os dados de

determinac¢do de Kd utilizamos o modelo Hilll (OriginPro 8.1).
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3.8 Supressao de Fluorescéncia do ANS (ANS fluorescence quenching)

Foi realizada também a padronizagdo do experimento de supressao de fluorescéncia
da sonda 8-anilino-1-naftalenosulfonico (ANS) para o hPPARS LBD, a fim de selecionar
compostos que interajam com o sitio hidrofébico do receptor, como ji foi descrito para o
receptor PPARy (RIBEIRO FILHO et al., 2018; ZORRILLA; GARZON; PEREZ-SALA,
2010).

A interacdo do ANS com proteinas ocorre principalmente pelo pareamento idnico
entre grupos sulfonatos da sonda e os aminoécidos carregados positivamente (Histidina, Lisina
ou Arginina) da proteina (MATULIS; LOVRIEN, 1998). Devido a esta interacdo, a sonda ANS
pode ser utilizada em experimentos para mostrar possiveis interacdes entre regides hidrofébicas
do sitio do PPARP/6 com diferentes ligantes. O sitio de ligacdo do hPPARS LBD consiste em
trés “bracos”, sendo que partes hidrofébicas dos ligantes interagem com residuos hidrofébicos
nos bracos II (tail up pocket) e 111 (regido de entrada do bolsdo, tail down pocket). Os residuos
de aminodcidos hidrofébicos presentes no sitio de ligacdo do PPARPB/d sao 11e249, Leu255,
Trp264, Val281, Leu339, Val341, Val328, Leu353, 1le364, Thr288, The292,Leu330, 1le333,
Ala342 (MARKT et al., 2007). Existem também Histidinas, Lisinas € Argininas proximas ao
sitio de ligacdo ao ligante (Lys260, Lys336, Lys358, Lys367, Lys457, Lys458, Arg284,
Arg350, Arg354, Arg357, Argd55, His250, His280, His323, His449 e His466), proporcionando

um ambiente receptivo para a possivel ligacdo do ANS (Figura 13).
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Figura 13. Estrutura do PPARB/S (PDB ID 2ZNQ) com destaque para os residuos de aminodcidos Histidina,
Arginina e Lisina que podem interagir com o ANS. O ligante € apresentado em sticks azuis, Arg estdo em rosa,
Lys estdo em verde e, His em azul marinho, esses residuos estdo envolvidos por residuos hidrofébicos, indicando
alguns possiveis locais de ligacdo para ANS.
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A presenca desses aminoacidos hidrofébicos permite a interacdo com a sonda ANS
(Figura 14), que ¢é excitada em 360 nm, resultando em uma emissdo com 0 maximo em torno
de 545 nm. Na presenga de compostos que interajam com o sitio de ligacdo ao ligante do
receptor, dependendo da sua concentracao, ocorre a formagao de complexos proteina-composto
e a supressdo estdtica da emissao de luz do ANS ao ser deslocado do sitio do receptor. O ANS
livre em solucdo sofre mudangas nos padrdes de intera¢des iOnicas, diminuindo a intensidade

da fluorescéncia emitida (MATULIS; LOVRIEN, 1998).
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Figura 14. Estrutura quimica da molécula de ANS. Disponivel em: www.chemblink.com/product/82-76-8.html

As condi¢des para o teste ANS foram otimizadas em termos de proteinas e
concentracdes de ANS, a fim de definir se a supressdo da fluorescéncia do ANS foi realmente
promovida pela ligagdo do ligante no LBD do PPARSB/6. Variamos as concentragdes de
hPPARS LBD de 0,25 uM a 2 uM, e de ANS de 5 uM a 20 uM.

Numa microplaca preta de 96 pocos (Greiner Bio-One), 2 uM de hPPARS LBD e
20 uM de ANS foram incubados em 20 mM de HEPES pH 7.5, 200 mM de NaCl e 5% de
glicerol, a 4 °C. Ap6s 1 hora, os compostos ou extratos foram adicionados a mistura. Para o os
agonistas comerciais (GWO0742, GW501616, Bezafibrato e L,165-041), utilizou-se 0,3 uM
(0,0001 pg/mL), 0,5 uM (0,0002 pg/mL), 1 uM (0,0004 pg/mL), 3 uM (0,001 pg/mL), 5 uM
(0,002 ug/mL), concentragdes de 10 uM (0,004 pg/mL), 30 uM (0,01 pg/mL) e 50 uM
(0,02 pg/mL); para os extratos, concentracdes de 5 pg/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL, 50 ug/mL,
100 pg/mL, 300 pg/mL, 500 pg/mL e 1 mg/mL. O ensaio foi lido no leitor de placas EnSpire®
multimode (Perkin Elmer) com excitacdo de 380 nm varredura de emissao entre 400-600 nm,
a 25 °C. As intensidades maximas de emissdo de fluorescéncia (480 nm) foram colocadas em
um grafico em relagdo a cada concentragdo de composto/extrato para o cdlculo constante de

afinidade, no OriginPro 8.0, por meio do ajuste sigmoidal Hilll.

3.9 Compostos de colaboradores
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Compostos dos seguintes colaboradores foram submetidos ao nosso pipeline e
foram triados manualmente. Compostos dos tépicos 1 a 4 também foram utilizados em um
projeto de colaboragdo com outros membros do nosso grupo para triagem de ligantes para o
PPARy (RIBEIRO FILHO et al., 2018). As informagdes sobre as estruturas dos compostos nao
nos foram fornecidas por questdo de sigilo.

1) 69 compostos, dentre eles Sulfonamidas, Sulfoniluréias, Hidrazonas,
Oxadiazois, Chalconas e Tiazolidinonas do Laboratério de Estrutura e Atividade do Prof. Dr.
Ricardo José Nunes do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) (APENDICE A — informagdes de peso molecular).

2) 6 compostos derivados de goniatolamida do Prof. Dr. Ronaldo Aloise Pilli do
Departamento de Quimica Orgénica do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp). Desses compostos ndo nos foram fornecidas informacdes de estrutura
por questdo de sigilo.

3) 5 compostos comerciais cedidos pelo Prof. Dr. Alessandro Silva Nascimento do
Instituto de Fisica de Sao Carlos da Universidade de Sao Paulo (USP) (DA SILVA et al., 2013).

4) Goniatolamina (GNT), derivado de um metabdlito secundério de plantas do
género Goniothalamus (Annonaceae) cedida pelo Prof. Dr. Ronaldo Aloise Pilli do
Departamento de Quimica Organica do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp) (VENDRAMINI-COSTA et al., 2010).

5) 24 compostos (AF-1 a AF-16, Ber A6, A, B, C, D, E, F e G) cedidos pelo Prof.
Dr. Hélio A. Stefani da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo
(USP). Desses compostos ndo nos foram fornecidas informagdes de estrutura por questdao de
sigilo.

6) 6 compostos derivados do produto natural Espilantol (AN1, AN3, ANS, ANG6,
AN7, AN11) cedidos pelo Prof. Dr. Julio Pastre do Departamento de Quimica Orgéanica da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) e de seu aluno de doutorado Luiz Novaes. O
espilantol € encontrado no extrato do jambu e a maioria dos estudos sobre a atividade biologica
foi feita com o extrato bruto. O espilantol é conhecido como o botox de uso tdpico, com
atividade anti-inflamatoria. Desses compostos niao nos foram fornecidas informacgoes de
estrutura por questdo de sigilo.

7) 10 compostos derivados do produto natural Cenocladamida (CF3, CF5, CF13,
CF16, CF20, CF21, CF22, CF23, CF24, CF26) cedidos pelo Prof. Dr. Jilio Pastre do
Departamento de Quimica Organica da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) e de

seu aluno de doutorado Luiz Novaes. A cenocladamida foi isolada de uma pimenteira.
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Recentemente, foi publicado um trabalho sobre atividade anti-tumoral em cancer de mama

(SANTOS et al., 2017).

3.10 Bibliotecas

3.10.1Biblioteca Phytobios

A biblioteca Phytobios foi gentilmente fornecida pelo Laboratério de Produtos
Naturais (LQPN) do Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio / CNPEM) em parceria com
a Phytobios Ltda, que planejou e montou a biblioteca. A biblioteca Phytobios/LNBio
regularmente extraiu amostras de plantas da: Floresta Amazonica, Mata Atlantica, Cerrado e
Caatinga. Cada amostra esta acompanhada pela localizacdo de coleta registrada por GPS;
identificacdo de plantas por um taxonomista botanico qualificado e um depdsito de testemunho
exsicata em um herbario certificado. Cada cole¢do contém pelo menos 5 kg de folhas (e/ou
raizes e ou cascas). Apds o processamento, cada amostra forneceu cerca de 20 g de extrato seco,
suficiente para repeti¢oes de teste, e cada amostra foi fracionada em 9 fragdes cromatograficas
e imediatamente transferida para placas de 384 pogos na concentracdo de estoque de 10 mg/mL,
em 100% de DMSO, e congelada em freezer -20°C. Portanto, 10 (dez) amostras = 9 fracoes +
extrato bruto estavam disponiveis para teste. Este processamento permite o acesso a baixas
concentracdes e ainda a substancias bioativas desconhecidas, geralmente escondidas pelas
substancias majoritarias. Todas as amostras foram submetidas a andlise por espectrometria de
massa e técnica de rede molecular (dados ndo mostrados). Por se tratar de uma parceria entre o
LNBio e a empresa Phyitobios, as informacdes a respeito das espécies utilizadas encontram-se
em sigilo.

A biblioteca testada continha 560 extratos hidroalcodlicos de plantas brasileiras
reunidas em duas 384 microplacas: placas Pla e P2a. Antes da triagem, os extratos foram
transferidos para placas-filha com a utilizagdo de pipetadores automaticos Janus Varispan e
Janus MDT do Laboratério de Desenvolvimento de Ensaios Enziméticos (LDEE) do LNBio, e
diluidos para 1 mg/mL, em 100% de DMSO. As colunas 1, 2, 23 e 24 das placas-filha estavam
vazias e os controles positivo e negativo foram preenchidos nas placas de triagem.

Em ambas as placas ha quatro colunas destinadas aos controles. Portanto a placa
Pla apresenta 320 extratos. A placa P2a apresenta apenas 15 colunas com extratos, totalizando
240 extratos. Como o ensaio de transativacdo foi realizado em microplacas de 96 pogos, cada

placa da biblioteca Phytobios corresponde a quatro microplacas de triagem, ou seja, cada
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quadrante da biblioteca corresponde a uma microplaca do ensaio de transativagdo. Totalizando
oito microplacas de 96 pocos para triagem. Os quadrantes sao denominados de acordo com o
eixo Z, ou seja, Q1 corresponde ao quadrante iniciado em Al, Q2 ao iniciado em A2, Q3 ao
iniciado em B1, Q4 ao iniciado em B2.

Foram realizados testes em pequena escala (apenas com o quadrante Q1 da placa
Pla) para determina¢do da concentracdo da biblioteca a ser utilizada em ensaios celulares, pois
havia a possibilidade de as concentragdes mais elevadas serem toxicas para as células. Foram
testadas as concentragdes estoque de 10 mg/mL, 1 mg/mL e 0,1 mg/mL. Para avaliagdo da
citotoxicidade aparente dos extratos foi utilizado o pardmetro indireto do ‘valor de Renilla’
descrito no topico “4.1.4 Parametro de citotoxicidade aparente”. A triagem foi realizada com a

concentracdo estoque de 1 mg/mL (concentracao final de 0,01 mg/mL).

3.10.2Biblioteca NIH- NCC

Os subsets NIH Clinical Collection (NCC-104) e NIH Clinical Collection 2 (NCC-
201) foram adquiridos pelo Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio, Campinas, SP) em
2012, totalizando 719 pequenas moléculas ja utilizadas em testes Clinicos em humanos. Os
subsets NIH-NCC fazem parte da biblioteca NIH Small Molecule Repository (SMR) do
programa NIH Common Found Molecular Libraries
(https://commonfund.nih.gov/molecularlibraries/tools), mantido pelo contrato de governo US
Government HHSN2712012000031 e administrado pelo National Institutes of Health,
Department of Health and Human Services. Esta biblioteca nos foi entregue no formato de
placas de 96 pocos, sendo 6 placas da biblioteca NCC-104 e 4 placas da biblioteca NCC-201.
As linhas 08,09, 10 e 11 da placa 104-01 e as linhas 07, 08, 09, 10 e 11 da placa 201-04 estavam
sem compostos e seu sinal de leitura foi desconsiderado. A triagem foi realizada na

concentracdo final de 1 pM.

3.10.3Biblioteca TimTec NDL-3,000

A biblioteca TimTec NDL-3,000 (Natural Products Derivatives Library) da
empresa TimTec LLC (Newark, Delaware, USA) possui 3.039 compostos, que abrangem desde
moléculas naturais a compostos sintéticos (derivados ou andlogos de produtos naturais, semi-
naturais ou miméticos). O mapa da biblioteca e a sequéncia SMILES da molécula foram cedidos
pelo pesquisador Dr. Artur Cordeiro que possui a biblioteca em seu laboratério no Laboratério

Nacional de Biociéncias (LNBio, Campinas, SP). As 80 moléculas selecionadas no virtual
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screening com o software Surflex 3.06 (BioPharmics LLC) foram cedidas pelo Dr. Artur
Cordeiro e aliquotadas em placa de 384 pocos com o equipamento JANUS® G3 Varispan
Automated Workstation (Perkin Elmer) do Laboratério de Desenvolvimento de Ensaios

Enziméticos (LDEE/LNBio). A triagem foi realizada na concentragdo final de 1 pM.

3.11 Virtual Screening e Molecular Docking

O ensaio de virtual screening (VS) da biblioteca TimTec NDL-3,000 contra o
PPARP/o utilizando-se o programa Surflex 3.06 (BioPharmics LLC) foi realizado no
Laboratério de Biologia Computacional (LBC) do LNBio com auxilio do Dr. José Geraldo de
Carvalho Pereira, do Joao Victor da Silva Guerra e do Dr. Paulo Sérgio Lopes de Oliveira.

O VS pode ser realizado utilizando uma abordagem baseada em ligante (ligand-
based) ou em estrutura (structure-based). No caso do PPARPB/S, como existem estruturas
cristalograficas do receptor na presentaca de ligantes, a abordagem baseada de estrutura € a
mais adequada para determinar interagdes que possam ocorrer com qualquer molécula presente
em uma biblioteca de ligantes. Para este tipo de abordagem, o método de docking molecular é
um dos mais utilizados desde os anos 80 (LEWIS; BASSAGANYA-RIERA; BEVAN, 2010;
MENG et al., 2011).

O VS, que incorpora técnicas de docking molecular em larga escala, ¢ um meio para
explorar, em nivel atdmico, o LBP de uma proteina e fazer predicdes sobre a ligagdo dos
ligantes. Esta técnica classifica por pontuacdo os ligantes que se ligam a proteina de interesse,
e também permite que se facam predi¢cdes sobre a capacidade de ativagdo ou inibicdo da
proteina pelo ligante (LEWIS; BASSAGANYA-RIERA; BEVAN, 2010).

O processo de docking envolve duas etapas bdsicas: a predicdo da conformagao do
ligante, bem como sua posicao e orientacao dentro do sitio (geralmente referida como pose), e
a avaliacdo da afinidade de ligacdo por meio de esquemas de pontuacdo (score) (LEWIS;

BASSAGANYA-RIERA; BEVAN, 2010; MENG et al., 2011).

3.11.1Programa de docking: Surflex

O  programa  Surflex 3.06  (BioPharmics LLC)  (disponivel em
http://www.jainlab.org/downloads.html) € um algoritmo de docking molecular completamente
automatico que combina a fun¢do de pontuagdo do sistema de docking do Hamerhead com um
mecanismo de busca que utiliza um método de similaridade molecular baseado em superficie

(JAIN, 2003, 2007, 2009). Basicamente, o método é guiado pela representacdo de um ligante
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idealizado (chamado de protomol) no sitio ativo. O protomol serve mimetizar as interacdes de
um ligante que se encaixa perfeitamente no sitio ativo da proteina de interesse para o docking.
O Surflex-Dock utiliza um algoritmo baseado em similaridade molecular para gerar possiveis
alinhamentos de fragmentos de um ligante de teste dentro do protomol. As possiveis posicoes
dos fragmentos sdo otimizadas, até que se consiga elaborar uma pose 6tima (com elevado score)
para todo o ligante. No final, o programa retorna um nimero fixo de poses do mais elevado
score (JAIN, 2009).

A funcdo de score utilizada pelo Surflex, também utilizada pelo seu predecessor
Hammerhead, € fudamentada em conhecimento e em fisica, e € baseada na abordagem de Bohm
(Bohm’s approach). Esta abordagem utiliza termos para contatos hidrofébicos, interagdes
polares, custos de fixagdo entropica para a perda de graus de liberdade torsional, translacional
e rotacional (JAIN, 2007).

Para estudos de re-docking de ligantes conhecidos, em 75-85% dos casos, a pose
correta estd entre as Top 20 (JAIN, 2009). Este programa ja foi utilizado anteriormente para
docking de ligantes nos outros isotipos de PPAR (CLEVES; JAIN, 2015a, 2015b), e foi
selecionado neste trabalho para o VS de ligantes para o PPARB/6.

3.11.2 Preparo das moléculas

A partir da tabela de informacgdes da biblioteca TimTec NDL-3,000, foram obtidas
o formato de representacdo SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry Specifications)
das moléculas da biblioteca TimTec. Utilizando o programa MarvinSketch (ChemAxon), foram
geradas conformacdes inicias tridimensionais dessas moléculas e a conformacdo de menor
energia de cada uma delas foi salva em formato “mol2” para ser utilizada no docking. Os ions
foram removidos das estruturas. Durante a preparagdo das moléculas da biblioteca, foram
removidas 11 moléculas que ndo possuiam sequéncia SMILES definida na planilha de dados
da biblioteca, restando 3028 moléculas para a realizagdo do VS.

As estruturas mol2 dos agonistas comerciais GW0742, GW501516, L-165,041 e
Bezafibrato foram obtidas pelo programa Marvin Beans 16.10.10.0 da Marvin Suite

(ChemAxon) por meio do respectivo nimero CAS.

3.11.3 Preparo das proteinas

No caso dos PPAR, o sitio de ligacdo para agonistas e antagonistas é o LBD da

proteina, e existem estruturas de PPAR co-cristalizadas com ligantes, o que aumenta
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significantemente a eficiéncia do docking. Alguns estudos de VS de ligantes de PPAR
utilizando molecular docking ja foram realizados, permitindo a selecdo de algumas moléculas
que foram confirmadas em ensaios in vitro (DA SILVA et al., 2013; LEWIS et al., 2015;
MALTAROLLO et al., 2015).

Foram selecionadas todas as estruturas de PPARPB/6 humano com resolu¢cdo maior
que 2,5A depositadas no PDB (Protein Data Bank) até marco de 2016, totalizando 20 estruturas
(Tabela 1).

Tabela 1. Estruturas do PPARP/6 humano depositadas no PDB e selecionados para o ensaio de virtual
screening

1IGWX 2GWX 2ZNP 3GWX
1Y0S 2114 2ZNQ 3GZ9
2AWH 2Q5G 3D5F 3PEQ
2B50H 2XY] 3DY6 3SP9
2BAW 2XYX 3ET2 3TKM

Os receptores foram preparados utilizando o programa Surflex 3.06 (BioPharmics
LLC). Essas estruturas foram separadas por cadeia utilizando-se o comando ‘grindpdb’ do
software, totalizando 48 cadeias, ou seja, 48 receptores. A preparacdo envolve a remog¢ao de
aguas e ligantes e a adicdo dos dtomos de hidrogénios.

O uso de multiplos receptores durante o docking, sobretudo estruturas resolvidas
com ligantes, aumenta a confiabilidade do método pois permite a andlise de diferentes
conformagdes da estrutura da proteina (JAIN, 2009; LEWIS; BASSAGANYA-RIERA;
BEVAN, 2010). Com o comando ‘prism align all’ do programa Surflex realizamos o

alinhamento estrutural das 48 cadeias de PPARP/6.

3.11.4Virtual screening

Preparamos um shell script no linux para automatizar o procedimento de docking
dos ligantes. Foi dado um comando para realizacdo do VS utilizando-se o parametro ‘pscreen’
do software Surflex 3.06 (BioPharmics LLC). O ‘pscreen’ € um parametro da func¢io de busca
que define padrdes para os algoritmos que tornam o docking mais rapido. Foi realizado o
docking de cada uma das 3028 estruturas da biblioteca TimTec NDL-3,000 e dos 4 agonistas
comerciais (GW0742, GW501516, L-165,041 e Bezafibrato) contra uma lista com as 48 cadeias

do receptor, utilizando-se o servidor LBI (2 processadores Xeon X5650, totalizando 24 threads,
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e 48MB de ram) do LNBio. Ap6s 4 dias, o VS terminou, gerando um arquivo com as 3 melhores
poses da molécula e seus respectivos scores, sem identificar contra qual estrutura foi obtida a
pose. Como o valor de score relaciona-se com o valor de pKd (score = —log(Kd)z, (JAIN, 2003),
o critério adotado para selecao foi a ocorréncia de um score maior que 7,00, que indicaria que
a molécula poderia ter um Kd na ordem de micromolar (10"M).

Foi realizado um segundo VS com as moléculas selecionadas na etapa anterior.
Desta vez foi realizado um docking individual de cada uma das moléculas da biblioteca contra
cada uma das estruturas de PPARB/6 com o comando ‘pscreen’ no servidor LBI do LNBio. O
critério de selecdo levou em consideragdo os scores das moléculas em relacdo a todas as
estruturas analisadas, selecionando moléculas cujo score mediano (dentre todos os 48 scores
obtidos) fosse maior que 7,00.

Para melhor visualizacdo da distribuicdo dos scores entre as conformacgdes foram

construidos graficos ‘box plot’ utilizando-se o software Mathematica (Wolfram).

3.11.5 Andlise de cavidades

As cavidades das cadeias de PPARB/S (cOp2910, c0p2310, cOp1811 e cOp4ll) foram
analisadas com a ajuda do Jodo Victor da Silva Guerra do LBC utilizando-se o software
KVFinder desenvolvido no LNBio/CNPEM (disponivel em
http://Inbio.cnpem.br/facilities/bioinformatics/software-2/) (OLIVEIRA et al., 2014).

3.12 Proliferacao celular de queratindcitos

Para investigar os efeitos de ligantes dos de PPARB/S e outros tratamentos na
proliferacdo celular de queratinécitos humanos HaCaT, foi utilizado o kit Click-iT™ EdU
Microplate Assay (Invitrogen/Thermo Fisher). Este kit quantifica a proliferacao das células pela
incorporacdo nas novas fitas de DNA de um andlogo de desoxirribonucleosideo que contém
uma tag, facilitando sua identificacdo por anticorpos. Neste kit € utilizado o EdU (5-ethynyl-
2’-deoxyuridine), um derivado de timidina que € incorporado ao DNA durante a sintese de
novas fitas.

Para HaCaT, 2.000 células foram semeadas em uma microplaca preta com fundo
transparente de 96 pogos (Costar® 3603, Corning) com 100 uLL do meio DMEM Glutamax 10%
FBS. Ap6s 24h, 0,5 - 5 uM de GW0742, GW501516, L-165,041 e do antagonista GSK0660
foram adicionados em meio DMEM Glutamax 2% FBS. O DMSO foi usado como controle

negativo (veiculo). Ap6s 64 h de tratamento, foram adicionados 10 pL de 1:100 EdU aos pogos.
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Ap6s uma incubacgdo de 3h, o ensaio Click-iT™ EdU Microplate Assay foi feito de acordo com
o protocolo do fabricante. Trés experimentos independentes foram realizados, cada um com
trés replicatas para cada condi¢do. A fluorescéncia foi medida com um leitor de placas
Safire2™ multimode (Thermo Fisher).

Para verificar a ativacdo do PPARB/6 com os tratamentos, células foram semeadas
em placas de 6 pocos, tratadas com os ligantes como descrito acima e colhidas para extracdo de
RNA apds 48 h de tratamento. Com essas amostras, foi realizado um qPCR com o gene alvo
do PPARB/S, PLIN2, conforme descrito no tépico de “3.17 Anélise da Expressdo Génica”. Os
ensaios funcionais foram realizados em duplicatas bioldgicas para cada experimento.

Este experimento foi realizado durante estdgio BEPE-FAPESP (#2016/16476-2) no
laboratdrio da Dra. Michalik no Centro de Gendmica Integrativa (CIG) da Universidade de

Lausanne, em Lausanne na Suica.

3.13 Diferenciaciao de queratindcitos

O objetivo deste ensaio foi definir um protocolo para induzir a diferenciacdo dos
queratindcitos em cultura em monocamada. Alguns estudos mostraram que as células HaCaT
tendem a se diferenciar quando cultivadas 100% confluentes e na presenca de calcio
(BOUKAMP et al., 1988; MICALLEEF et al., 2009). No laboratério da Dra. Michalik, onde
parte deste trabalho foi realizado durante intercambio (Projeto BEPE Fapesp #2016/16476-2),
foi observado que as células HaCaT podem ser cultivadas em meio sem cdlcio e com 1,8 mM
de Ca++ (meio DMEM normal) sem aumento nos marcadores de diferenciagao e sem alteracoes
observadas no fenétipo (dados ndo mostrados), caso sejam cultivadas sem atingir 100% de
confluéncia. Como nao foram observadas diferengas entre o uso do meio DMEM sem cdlcio e
com 1,8 mM de Ca++ em relagdo a expressao dos marcadores de diferenciacio e a proliferagao,
foi decidido utilizar o meio com célcio por ser um dos mais utilizados para cultivo de HaCaT
na literatura.

No primeiro protocolo testado, foi avaliada a influéncia dos agonistas de PPARB/6
GWO0742 e L-165,041 na expressio dos marcadores de diferenciagdo queratina 14 (K14),
queratina 1 (K1) e involucrina (IVL) em células HaCaT em processo de diferenciagdo, apos
atingirem a confluéncia total (Figura 15). Dois milhdes de células de HaCaT foram semeadas
em uma placa de 6 pogos com DMEM 10% de FBS. O RNA das células foi coletado para
posterior andlise da expressdo gé€nica em dois pontos de confluéncia, 80% e 100%. Células

100% confluentes foram tratadas com DMEM suplementado com 2% FBS e 0,5 uM de
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GWO0742 ou L-156,041 e o DMSO foi utilizado como controle (veiculo) (Dia 1). O RNA das
células tratadas foi coletado no Dia 3 (ap6s 72h de incubag@o com os ligantes). Além disso, no
Dia 3, meio de cultura novo (com DMEM suplementado com 2% FBS e 0,5 uM de GW0742
ou L-156,041, ou veiculo) foi adicionado nas células que seriam coletadas no Dia 6, apds 144h

de incubagdo com os ligantes.

Coletar Dia0
Pl Dia3 Dia6
caé?;::r RNA ColetarRNA Coletlaar RNA Coletlaar RNA
80% confl. 100% confl.

Adicionar Adicionar
tratamento tratamento

Figura 15. Esquema do protocolo 1 de diferenciacdo de células HaCaT. O RNA das células HaCaT foi extraido
apds 80% e 100% de confluéncia e apés 3 e 6 dias de tratamento com DMEM suplementado com 2% FBS e
0,5 uM de GW0742 ou L-156,041, ou veiculo.

Para investigar um possivel efeito de ligantes de PPARB/S antes que as células
comegassem a se diferenciar, em um segundo protocolo, 2 x 10° células de HaCaT foram
semeadas em uma placa de 6 pocos com DMEM 10% de FBS. Com 40% de confluéncia, o
meio foi trocado para DMEM suplementado com 5% FBS e 0,5 uM de GW0742 ou L-156,041.
DMSO foi utilizado como controle (veiculo). Com 80% e 100% de confluéncia, as células
tratadas foram coletadas para andlises de expressdo de RNA dos marcadores de diferenciacao
(K14, K1 e IVL) (Figura 16). Foram realizados dois experimentos independentes com trés

replicatas para cada condigdo.

Plaquear Ad?clincr:ar Dial Dia 2
céT‘uIas tratamento Coletar RNA || Coletar RNA
40% confl. 80% confl. 100% confl.

Figura 16. Esquema do protocolo 2 de diferenciacio de células HaCaT. Células com 40% de confluéncia foram
tratadas com DMEM suplementado com 2% FBS e 0,5 pM de GW0742 ou L-156,041, ou veiculo. O RNA foi
extraido ap6s 80% e 100% de confluéncia.



66

Este experimento foi realizado durante estdgio BEPE-FAPESP (#2016/16476-2) no
laboratério da Dra. Michalik no Centro de Gendmica Integrativa (CIG) da Universidade de

Lausanne, em Lausanne na Suica.

3.14 Ensaio de migracao celular (scratch assay)

O ensaio scratch assay é¢ muito utilizado para estudos da migragdo celular e também
para validar compostos que possam interferir no processo migratorio de regeneracdo celular
(YARROW et al., 2004).

Para abordar a modulagio de HaCaT por ligantes de PPARB/S, 9 x 10* células foram
semeadas em uma placa de 12 pogcos com 1 mL de meio DMEM 10% FBS. Apés 24 h,
adicionou-se DMEM 2% FBS com os tratamentos especificos (0,5 uM de GWO0742,
GW501516 e de L,165-041, e 5 uM GSKO0660) e veiculo (DMSO 1:20000) como controle
negativo. Apos 24 horas de incubagdo com os tratamentos, uma risca foi feita com a ajuda de
uma ponteira p-1000 e uma régua, as células foram lavadas duas vezes com PBS e meio fresco
com os tratamentos foi adicionado. Os pocos foram fotografados a cada 12 h com um
microscOopio invertido acoplado com cameras AxioCam (Zeiss) e estagdes mecanicas
motorizadas SMC 2009 (Mérzhéduser Wetzlar), que registraram a posi¢ao do ponto fotografado
da placa. A migragdo foi seguida por 48h.

Para verificar a ativacdo do PPARB/d pelos tratamentos, células foram semeadas
em placas de 6 pocos, tratadas com os ligantes como descrito acima e colhidas para extracao de
RNA apds 48 h de tratamento. Com essas amostras, foi realizado um qPCR com o gene alvo
do PPARR/6, PDK4, conforme descrito no tépico de “analise da expressao génica”. Os ensaios
funcionais foram realizados em duplicatas bioldgicas para cada experimento. Este ensaio foi
realizado durante o estdgio no laboratério da Dra. Michalik, no CIG, Universidade de Lausanne,
Suica.

Foram realizados trés experimentos independentes com triplicatas bioldgicas dentro
de um experimento. A andlise dos resultados foi realizada com o auxilio do software Image J,
a partir da medida da drea do risco utilizando a formula (Ainicial — Afina)/Ainiciat X 100 = % de

fechamento da ferida, sendo A medida da area entre as bordas da ferida.
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3.15 Animais e ensaios de cicatrizacao

Camundongos SV129/BL/6J selvagens (WT) e KO PPARB/&7/ foram alojados em
salas com ciclo 12/12h de luz/escuriddo e mantidos com &dgua e comida ad libitum. Para
experiéncias de cicatrizagdo de feridas, utilizou-se camundongos fémeas de 9 a 12 semanas de
idade. Os camundongos foram anestesiados, tricotomizados e uma ferida de dorsal médio de
espessura total (superficie de 0,5 cm?, em forma circular) foi criada por excisdo da pele e do
panniculus carnosus subjacente. Para examinar a expressdo de genes no local da lesdo, o
camundongo foi sacrificado e uma area que inclui as bordas epiteliais completas das feridas foi
excisada em cada ponto. Para cada camundongo, a bidpsia dorsal tomada no dia O foi utilizada
como controle sauddvel da pele. O fechamento da ferida ao longo dos dias ndo foi quantificado,
mas seguiu o padrdo observado por Michalik (2001) no qual os camundongos KO PPARB/6/
apresentaram um atraso no processo de cicatrizagdo. Os experimentos envolvendo animais
foram aprovadas pelo Escritério Veterinario do Cantdo de Vaud (Suiga) de acordo com as
Diretrizes Federais do Servico Veterindrio Suico e estdo em conformidade com a Diretiva da
Comissao Europeia 86/609/EEC (ANEXO A). Este experimento foi realizado durante estigio
BEPE-FAPESP no laboratério da Dra. Michalik no Centro de Gendmica Integrativa (CIG) da

Universidade de Lausanne, na Suica.

3.16 Analise banco de dados de expressao génica

Um conjunto de dados de microarrays murino com numero de amostras
razoavelmente alto e bom desenho experimental (GSE35322) foi selecionado no banco de
dados Gene Expression Omnibus — GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo, acessado em 13
de outubro de 2017). Analisamos a expressao de PPARPB, COL3A1, TGFB, FABP4, PDK4,
PLIN2 em pele jovem (5 meses) e envelhecida (30 meses) de cauda de camundongo usando a
ferramenta GEO2R (BARRETT et al., 2012). O dataset GSE35322 foi analisado com um teste
de one-way Anova, seguido do teste de comparacdo multipla de Tukey nos valores de expressao
transformados em log2 para avaliar se a expressdo génica diferiu significativamente entre os

dois grupos.

3.17 Analise da Expressao Génica
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3.17.1 Extragdo de RNA

Para amostras de pele de camundongos, a extracio de RNA foi realizada em
amostras congeladas de pele normal e da ferida. As amostras de pele foram colocadas em tubos
MACS M genéricos (Miltenyi Biotec) com 1 mL de TRIzol (Thermo Fisher Scientific), o tecido
foi dissociado com gentleMACS ™ Dissociator por 30 s e transferido para um microtubo de
1,5 mL. A extracao de RNA foi realizada seguindo o protocolo geral (descrito abaixo).

Para células HaCaT, a extracdo de RNA foi realizada com o protocolo TRIzol
(Thermo Fisher Scientific) ou peqGOLD TriFast (Peqlab). As células foram colhidas com um
raspador e 1 mL de TRizol ou Trifast por poco de uma placa de 6 pogos (34,8 mm de didmetro)
e transferidas para um microtubo de 1,5 ml.

As amostras em microtubos foram incubadas 5 min a temperatura ambiente para a
dissociacdo de complexos nucleoproteicos, depois 150 pLL de BCP (1,3-bromocloropropano)
(por 1 mL de TRizol / Trifast). Os tubos foram invertidos 15X, incubados 3 minutos a
temperatura ambiente e centrifugados 30 min a 4 °C, 9400 rcf. A fase aquosa (~400 pL) foi
transferida para um novo microtubo no gelo, foram adicionados 600 pL de Isopropanol gelado
(por 1 mL de TRizol / Trifast). Os tubos foram incubados 2h em -20 ° C para uma melhor
precipitacdo de RNA. Depois, os tubos foram incubados 20 minutos a temperatura ambiente e
centrifugados 30 min a 4 °C, 11.000 rcf. O sobrenadante foi removido e adicionou-se 1 mL de
etanol 75% gelado aos tubos, que foram agitados por vortex durante 5 s e centrifugados por
15min a 4 °C, 7400 rcf. Este ultimo passo de lavagem foi repetido. O sobrenadante foi
removido e os tubos foram deixados abertos invertidos em papel de toalha durante 15 min.
Foram adicionados 20 pLL de H>O livre de nucleases, mantendo os tubos no gelo. O rendimento

de RNA foi quantificado em um espectrofotdometro NanoDrop ™ 8000 (Thermo Scientific ™).

3.17.2 Sintese de cDNA

Todas as reacdes de sintese de cDNA foram realizadas seguindo as instrugdes do
fabricante. Para amostras de pele de camundongos, a sintese de cDNA foi realizada com 0,5-
1 pg de RNA usando Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit para RT-qPCR (Thermo Fisher).
O cDNA final foi diluido 20x em H>O livre de nuclease.

Para analises de RNA de células HaCaT, a sintese de cDNA foi realizada com 0,5-
1 ng de RNA usando GoScript ™ (Promega) ou iScript ™ (Bio Rad). O cDNA final foi diluido

20x em H»O livre de nucleases.



3.17.3 gPCR em tempo real

69

Para anélises de expressdao de mRNA de HaCaT e de animais por qPCR, foram

utilizados GoTaq® qPCR Master Mix (Promega), 5 pLL de cDNA diluido e 200 nM do mix de

primers (F: R) ou 300 nM quando utilizados primers Qiagen, volume final de 20 pL. A reagdo

também foi realizada com volume final de 10 pL (e metade do volume de todos os reagentes).

As placas qPCR foram colocadas em uma mdaquina Stratagene MX3005P (Agilent

Technologies) por 5 minutos a 95 °C, seguidas por 40 ciclos durante 10 min 95 °C, 15 s 60 °C
e, finalmente, 1 min 95 °C, 30s 55 °C e 30 s 95 °C. O gPCR foi realizado com duplicatas

técnicas para cada amostra. A lista de primers pode ser encontrada na Tabela 2 e Tabela 3.

Dependendo do experimento e do tipo de célula/tecido, foram utilizados como genes

housekeeping EEF1a ou RPL27.

Tabela 2. Primers utilizados para PCR em experimentos com células HaCaT.

GENE CARDS NOME DA
(UNIPROT ID) PROTEINA Primer Forward Primer Reverse
(UNIPROT)
PLIN2 Perilipin-2 Qiagen - QT00001911 Qiagen - QT00001911
(Q99541)
PDK4 Piruvato desidrogenase Qiagen - QT00003325 Qiagen - QT00003325
(Q16654) quinase 4, mitocondrial
(PDK4)
KRT14 Queratina 14 (K14) ATA TGGG TGG TGG CCT GAG GTT CTG CAT GGT CAC
(P02533) TGGTA CT
KRTI Queratina 1 (K1) GTT CCA GCG TGA GGT TAA GGC TGG GAC AAATCG
(P04264) TTGTT AC
IVL Involucrina GGC CCT CAG ATC GTC CAC CCT CAC CCC ATT AAA
(P07476) TCATA GA
MMP1 Colagenase Intesticial | TGGACCAACAATTTCAGAG | AGGGTACATCAAAGCCCCG
(P03956) AGTACA A
EEFla Fator de Enlogacdo 1 CTG AAC CAT CCA GGC GCC GTG TGG CAA TCC AAT
(EEF1A1) alfa CAA AT



http://www.uniprot.org/uniprot/P04264
http://www.uniprot.org/uniprot/P07476

Tabela 3. Primers utilizados para PCR em experimentos in vivo.
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GENE CARDS | NOME DA PROTEINA . .
(UNIPROT ID) (UNIPROT) Primer Forward Primer reverse
Ppard Rec;i"gfi‘rzv;g‘geda CGG CAG CCT CAA CAT | AGA TCC GAT CGC ACT TCT
(P35396) erag GG CAT AC
Peroxissomos delta
Tgfbl Fator de Transformagao GCA GTG GCT GAA CCA | AGA GCA GTG AGC GCT GAA
(P04202) do Crescimento Beta 1 AGG A TC
( (1;49‘1253,‘5) Colagenase Intersticional | Giagen - QT00138894 Qiagen - QT00138894
Mmp9 .
(P41245) Metalog;tg‘;;se de Qiagen - QT00108815 Qiagen - QT00108815
Rpl27 Protefna ribossomal 60S | CTG GCC TTG CGC TTC | TCA TGC CCA CAA GGT ACT
(P61358) L27 AA CTGT
(gloll(l)g% Coldgeno gﬁz I cadeia Qiagen - QT00162204 Qiagen - QT00162204
Col3al Colégeno tipo III cadeia GAA AGG ATG GAG AGT | GGA GAA CTC GTT AGA GAC
(PO8121) alfa CAG GAA GAC GAC TT
(19(());1213) Coldgeno “5‘12;\' cadeia Qiagen - QT00100128 Qiagen - QT00100128
Fnl Fibronecting CCT ACG GAG AGA CAG | TGA TGG TGG CTG TGG ACT
(P11276) GAG GA TG
(P()Tgé% " Fator denecrose tamoral | Qiagen - QT00104006 Qiagen - QT00104006
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CAPITULO IV: RESULTADOS E DISCUSSAO DA
PADRONIZACAO DO PIPELINE E TRIAGEM DE
DE AGONISTAS PARA O PPAR BETA/DELTA

Neste capitulo serdo apresentados resultados da padronizacao de um conjunto de
métodos de triagem de ligantes para o PPARB/S e resultados da (i) triagem manual de
compostos fornecidos por colaboradores, (ii) triagem semi-automatizada das bibliotecas NIH-

NCC e Phytobios, e (iii1) virtual screening da biblioteca TimTec NDL-3,000.

4.1 Padronizacao do pipeline de triagem

Em geral, os métodos descritos na literatura para triagem de agonistas para
PPARP/S utilizam apenas o ensaio de transativacdo (GROVER et al., 2003; MATSUURA et
al., 2013; SEIMANDI et al., 2005; TAKACS; ABBOTT, 2007; XIA et al., 2013). Este método
pode permitir a selecdo de compostos falso-positivos que possam ativar de forma indireta o
PPARB/3, sem propriedades agonistas. Para superar esta lacuna, neste trabalho foi desenvolvido
um pipeline mais completo para pesquisar e caracterizar os agonistas PPARB/9, utilizando
experimentos que verificam a ativagdo do receptor, a estabilizacdo da estrutura tercidria e que

permitem o calculo da constante de afinidade entre o receptor e o ligante (Figura 17).

Ensaio de Ensaio de Ensaio de sf?é?égod?ia
transativacao transativacao termoestabilidade ﬂul())rescéncia
primario secundario (TSA) do ANS

Figura 17. Fluxograma com todas as etapas do pipeline de triagem de agonistas para o PPARRB/3. Primeiro a
realizacdo de um ensaio de transativacdo primdrio para selecdo de candidatos a hits, seguido por um ensaio de
transativagdo secunddrio realizado em triplicata para confirmacdo dos hits selecionados. Em seguida, esses hits
sdo submetidos a um ensaio de Thermal Shift Assay (TSA) para selecao de compostos que estabilizem a estrutura
tercidria do LBD do PPARB/6. No ultimo passo, € calculada uma constante de afinidade aparente entre o hit e o
receptor por meio do ensaio de supressdo da fluorescéncia do ANS.

4.1.1 Justificativa dos métodos escolhidos para o pipeline de triagem

O primeiro passo deste conjunto de experimentos € uma triagem primaria com um
ensaio de transativagdo, mais rdpido e mais barato que os métodos descritos anteriormente

(MATSUURA et al., 2013; TAKACS; ABBOTT, 2007; XIA et al., 2013). A triagem primdria
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€ seguida por um ensaio de transativa¢do secundadrio, realizado em triplicata para confirmagao
dos hits selecionados (Figua 17). Além do ensaio de transativacdo celular, foram acrescentados
ao racional de triagem dois métodos biofisicos, com o objetivo de excluir falso-positivos e
selecionar moléculas ou extratos que se liguem diretamente ao PPARB/6. O primeiro ensaio
biofisico foi o ensaio de Thermal Shift Assay (TSA), para verificar a estabilizacdo da estrutura
terciaria de PPARB/S pelos hits encontrados, indicando ligagcdo direta a proteina. A terceira
metodologia empregada foi o ensaio de supressdo de fluorescéncia da sonda ANS (sonda 8-
anilino-1-naftalenosulfénico), para determinar a afinidade do composto/extrato pelo LBD do
PPARB/S.

A escolha do ensaio de transativacdo celular com gene repérter como o primeiro
passo neste conjunto de métodos permite iniciar a triagem em um ponto de vista mais
fisiol6gico (BAGCHI BHATTACHARIJEE; PAUL KHURANA, 2014; LAIL JIANG; LI,
2006), pois para se observar uma resposta de ativacdo em um ensaio celular, as moléculas ou
extratos de teste precisam primeiro permear as membranas celulares, encontrar e ligar ao
receptor, para enfim promover sua ativagao.

Embora outros métodos, como TSA, ANS e Transferéncia de Energia por
Ressonancia de Forster (FRET), tenham sido propostos para avaliar a ligacdo do ligante aos
RNs (DESANTIS et al., 2012; HILAL et al., 2010; ZORRILLA; GARZON; PEREZ-SALA,
2010), considera-se que o ensaio de transativacdo produz informagdes quantitativas e
funcionais em um curto periodo de tempo, o que o torna um dos mais relevantes métodos para
triagem de compostos e descoberta de drogas aplicada a RNs (BAGCHI BHATTACHARIJEE;
PAUL KHURANA, 2014; LAI; JIANG; LI, 2006).

Os ensaios biofisicos apresentam algumas desvantagens quando utilizados como o
primeiro ensaio de triagem. O ensaio de FRET in vitro € o mais facil de configurar com kits
comerciais, no entanto ndo se correlaciona bem com as condi¢des celulares (GUNTHER et al.,
2009; HILAL et al., 2010). O ensaio de supressao de fluorescéncia do ANS também ¢é mais
barato; entanto, € laborioso e exige tempo para uma triagem HTS, além do fato de ser uma
abordagem in vitro (JASUJA et al., 2009; ZORRILLA; GARZON; PEREZ-SALA, 2010).
Além disso, mesmo que o TSA seja projetado para ser aplicado para triagem de ligantes
(DESANTIS et al.,, 2012; VIVOLI et al., 2014), o ensaio ndo considera a fluorescéncia
intrinseca de extratos naturais ou a alta hidrofobicidade do LBD do PPARB/3, o que pode
interferir no sinal de fluorescéncia. Em resumo, TSA, ANS e FRET compartilham as

desvantagens dos ensaios biofisicos: nem sempre correlacionam-se bem com os estudos in vivo

(LAIL JIANG; LI, 2006).
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Em resumo, os ensaios de transativacdo com gene repérter em cultura de células
foram considerados os mais verossimilhantes, pois eles exploram a via de sinalizacdo natural
de RNs: quando os ligantes s@o adicionados ao sistema, o receptor € ativado e hd producdo
consequente de proteina-repoérter, o que pode ser quantificado (BAGCHI BHATTACHARIEE;
PAUL KHURANA, 2014). Portanto, métodos biofisicos podem e devem ser usados como
etapas adicionais na metodologia de triagem, pois fornecem informacdes importantes para
caracterizacdo de hits como confirmacdo de ligagcao direta (TSA) e avaliacdo da constante de
dissocia¢do (ANS). Esses dois métodos sao mais baratos que os kits comerciais de FRET e de
Lantha-Screen, que também apresentam a desvantagem de fornecer resultados indiretos
utilizando medidas de coativadores (GLICKMAN et al., 2002; LIU et al., 2003; OZERS et al.,
2005).

4.1.2 Padronizacdo do ensaio de transativacdo

O ensaio de transativagdo celular para PPARB/S estava bem estabelecido em nosso
grupo para placas de 24 pocos. No entanto, esta configuragdo do ensaio ndo é adequada para
triagem de ligantes de PPARB/S em larga escala, pois utiliza um grande volume de reagentes e
ndo permite a semi-automatizacao / automatizacao do ensaio. Para tornar este ensaio adequado
para campanhas de triagem, optou-se por padroniza-lo para ser realizado em placas de 96 pogos,
analisando-se diversas condi¢cdes como: etapa a ser realizada a transfec¢@o, nimero de células

por poco, meio de incubacio, e volume de substratos de leitura.

4.1.2.1 Etapa de transfeccao

O primeiro ponto a ser padronizado se refere a0 momento em que a transfec¢do das
células seria realizada. No ensaio de transativa¢do padronizado em placas 24 pocos realizado
em nosso laboratério no LNBio, as células sdo transfectadas um dia apds serem plaqueadas. No
entanto, este protocolo nao seria vidvel em placas de 96 pogos, pois o volume de reagentes
necessdrio para cada pogo seria muito pequeno, aumentando o risco de variabilidade entre cada
um dos pogos da placa em relacdo a erros de pipetagens ou de calibragdo das pipetas, sem
garantir homogeneizagdo da transfec¢do entre os pogos.

Ao analisar diferentes protocolos de transfeccdo para ensaios de triagem de ligantes
descritos na literatura, foi encontrado um estudo no qual a transfeccdo era feita individualmente
em cada poco da microplaca de triagem (TAKACS; ABBOTT, 2007), o que ndo foi

considerado interessante, dado que ndo € possivel confirmar se todos os pocos foram
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igualmente transfectados, recebendo a mesma quantidade de DNA. Por outro lado, outros
estudos de busca de ligantes de PPARB/6 (GROVER et al., 2003; MATSUURA et al., 2013;
XIA et al., 2013) reportaram a transfec¢do do DNA em placas de 100 mm previamente ao
plaqueamento nas microplacas de triagem. Baseado nesses estudos, a transfec¢do foi relizada
em etapa anterior ao plaqueamento das células nas placas de triagem, deste modo todas as
células receberiam o mesmo tratamento de transfeccdo antes de serem transferidas para a placa
de triagem. Dessa forma, seriam evitandas possiveis variacdes e erros de pipetagem, garantindo

um tratamento mais homogéneo as células tratadas em todos os pocos da placa.

4.1.2.2 Volumes de substratos de leitura

Em seguida, foi avaliado o menor volume dos substratos para leitura da
transativagdo que poderia ser utilizado mantendo boa discriminag¢do de sinal/ruido. Os volumes
de solucdo recomendados pelo fabricante sdo 100 pL de substratos de luciferase (Larll e
Stop&Glo®) por pogo, no entanto, o uso de 25 pL de cada substrato para leitura do ensaio de
transativacdo em 24 pog¢os ja era pratica rotineira em nosso grupo (DA SILVA et al., 2013;
FATTORI et al., 2015; RIBEIRO FILHO et al., 2018). Para avaliar o melhor volume de
substratos que produziriam o melhor sinal em ensaios em placas de 96 pocos, foram testados
diferentes volumes das solugdes.

Os resultados obtidos na Figura 18A, demonstraram que 25 pL de cada substrato
(Larll e Stop&Glo®) foram suficientes para fornecer alto sinal com boa discriminagdo entre
PPARJ/S ativado e ndo ativado em ensaio em placa de 96 pocos. Desta forma, foi possivel
reduzir 75% nos custos e uso de reagentes, sem perda de informacdo de sinal. Esta reducao
representa uma grande diminui¢do nos custos nos ensaios de medium e high throughput
screening, campanhas que costumam triar centenas e milhares de compostos a0 mesmo tempo.
Os resultados mostram uma clara discriminag@o entre o sinal da ativacdo do receptor na
presenca do agonista comercial GW0742 em relacdo ao sinal das células ndo tratadas,
confirmando que a escolha desses plasmideos e a formulagdao do ensaio é adequada para a

triagem de compostos que possam atuar como agonistas do PPARP/S.
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Figura 18. Otimizacdo do protocolo de transativacdo para screening de ligantes. Quando ndo especificado, o
controle positivo foi 1 uM de GW0742 e o nimero de células por pogo foi 4 x 10* Os graficos de barras
representam o numero de vezes de ativagdo do receptor em relacdo a mesma condi¢cdo na auséncia do agonista
GWO0742 normalizada pelo valor de mais alta ativacdo (100%), e foram apresentadas como média + SD. Os p
valores foram calculados com teste t ndo-pareado (**p < 0.01, e ***p < 0.001). Todos os graficos de barras e
calculos foram realizados com GraphPad Prism. A: Avalia¢ao do volume dos substratos. Foi utilizado 20 pL do
tampao de lise passiva e os volumes de Larll e Stop&Glo® variaram (50, 25 e 20 pL). Dados de um experimento
realizado com 6 replicatas técnicas. B: Avaliacdo do melhor meio para incubagido com os compostos. Neste teste,
células 293T foram incubadas com GW0742 em meio DMEM incompleto ou suplementado com 10% FBS
Charcoal Stripped. E mostrado 1 experimento representativo de trés replicatas experimentais independentes. C:
Avalia¢do do nimero de células por pogo. Células 293T foram semeadas em 2 x 104, 3 x 104, 4 x 10%, 5 x 104, 6 x
10* células por pogo. E mostrado 1 experimento representativo de trés replicatas experimentais independentes.

4.1.2.3 Meio de incubagao

O passo seguinte a ser determinado foi a defini¢do do melhor meio utilizado no
ensaio para incubagdo dos compostos, sendo testadas diferentes composi¢des de meio. Como
acidos graxos naturais podem funcionar como ligantes naturais de PPARB/S e, como o FBS
contém muitos destes dcidos graxos, 0 meio DMEM suplementado com 10% de FBS pode nao

ser adequado para a triagem de agonistas de PPARB/6 (GROVER et al., 2003; MATSUURA et
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al., 2013; TAKACS; ABBOTT, 2007). Para superar esta limitacao, foi testada a utiliza¢ao dos
meios DMEM sem suplementacio e suplementado por FBS Charcoal Stripped para incubacao
com os compostos / extratos. Os resultados mostraram que o DMEM incompleto (sem soro
fetal bovino - FBS) foi considerado inadequado, pois a ativagdo do GW0742 foi mais baixa e o
fator Z’ calculado da placa testada estava abaixo do limite de confiabilidade (fator Z’ = 0,21)
(ZHANG, 1999) (Figura 18B). Por outro lado, o ensaio realizado com DMEM suplementado
10% de FBS Charcoal Stripped (FBS delipidado) mostrou uma maior ativa¢cdo do PPARB/6 e
menor variacao dos controles, observada por meio do Fator Z’ (0,56). Devido a estes resultados,
o DMEM 10% de FBS Charcoal Stripped foi selecionado como meio de incubagdo para ensaios
de triagem de agonistas de PPARB/3. O uso do soro delipidado € interessante pois diminui a
quantidade de 4cidos graxos presentes no meio, que poderiam atuar como ligantes naturais do
receptor, mas mantém alguns fatores de crescimento e outras moléculas importantes para

manutenc¢do da viabilidade celular.

4.1.2.4 Numero de células por poco

Em relacdo as células utilizadas, ao invés de células Hela ou Cos-1, a linhagem
celular 293T, que ainda ndo tinha sido descrita para ensaios de triagem de ligantes de PPARB/S,
foi escolhida. Essa linhagem € fécil de cultivar, crescer e transfectar, e uma das linhagens
celulares mais relevantes do ponto de vista industrial (CERVERA et al., 2011). Como a
linhagem, 293T ainda ndo havia sido descrita para campanhas de triagem, a quantidade de
células a ser utilizada por poco foi avaliada, com base nas quantidades (10.000-40.000)
descritas anteriormente para outros tipos de celulares (MATSUURA et al., 2013; SEIMANDI
et al., 2005; XIA et al., 2013) (Figura 18C). A maior ativacdo do PPARB/S (199 vezes) foi
obtida quando 40.000 células foram semeadas por poco (Figura 18C), dessa forma, essa

quantidade foi selecionada por permitir uma alta ativacdo do receptor, com pouca variabilidade.

4.1.2.5 Semi-automatiza¢io do ensaio

Para facilitar a manipulagdo de diversas placas de triagem, diminuir o tempo gasto
com os ensaios e reduzir a variabilidade, o ensaio foi semi-automatizado nas etapas de
pipetagem dos compostos de triagem, adicdo e remog¢do do meio de cultura e adi¢do dos
reagentes de leitura do gene reporter. O ensaio foi semi-automatizado com a utilizagdo dos

seguintes itens: multidispensador Thermo Scientific™ Multidrop™ Combi Reagent Dispenser
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para dispensar meio de cultura e os reagentes de leitura nas placas; pipetador automético
Thermo Scientific™ Versette™ Automated Liquid Handler para dispensar os compostos das
bibliotecas nas placas de triagem e para aspirar o meio de cultura no final do ensaio; e
CLARIOstar® (BMG Labtech) para leitura da luminescéncia do ensaio. O desenvolvimento de
métodos nesses equipamentos foi realizado com auxilio do Dr. Artur Cordeiro do Laboratério
de Desenvolvimentos de Ensaios Enzimaticos (LDEE) do LNBio. A semi-automatiza¢do do
ensaio representa um aumento na confiabilidade e robustez do experimento, e representa uma
melhoria se comparado a protocolos anteriores (MATSUURA et al., 2013; SEIMANDI et al.,
2005; XIA et al., 2013).

A partir dos experimentos descritos anteriormente foi possivel definir um protocolo
para realizacdo de transativagdo em placa de 96 pocos. Em resumo, foi padronizado um
protocolo semi-automatizado para triagem de ligantes de PPARB/S que utiliza 4 x 10* células
293T por poco da microplaca, meio DMEM 10% FBS Charcoal Stripped para incubagdo, com
75% de reducdo de substratos de luciferase (25 pL de LARII e Stop&Glo®). Além disso, o
método proposto € de 1 a 2 dias mais rdpido que os protocolos relatados na literatura
(MATSUURA et al., 2013; TAKACS; ABBOTT, 2007; XIA et al., 2013), ou seja, um maior

nimero de campanhas de triagem poderiam ser realizadas em menor tempo. .

4.1.3 Sensibilidade do ensaio

Como durante as campanhas de triagem de ligantes moléculas ou extratos que
ativassem o PPARB/6 com pouca intensidade poderiam ser encontrados, a sensibilidade do
ensaio de transativagao foi avaliada, testando-se a ativac@o provocada por baixas concentragdes
dos agonistas comerciais GW0742, GW501516 e L-165,041.

Para caracteriza¢do do ensaio de transativacio PPARB/J, foi medida a ativagao do
receptor por seus agonistas comerciais: GW0742, GW501516, L-165,041 em diferentes
concentragdes (107! — 10® M) em curvas dose resposta (Figura 19). Os agonistas comerciais
sdo compostos puros conhecidos por induzir alta ativacdo celular do PPARB/S (BASSENE et
al., 2006; BATISTA et al., 2012; OLIVER et al., 2001). No ensaio de transativacao padronizado
neste trabalho, foi calculado o ECsg para os ligantes comerciais: ECso gwso1s16 = 0,71 nM, ECso
owor42 = 10,87 nM e ECso 165041 = 26,40 nM. Esses resultados estio na mesma escala
nanomolar de EC50 encontrada na literatura para esses ligantes: ECso gwso1516 = 1,8 nM
(OLIVER et al., 2001), ECso gwo742 = 1 — 3,5 nM (BATISTA et al., 2012). e ECs0 1-165,041 =
125 nM (BASSENE et al., 2006).
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Figura 19. Ativacdo dose resposta do PPARB/6 com os agonistas comerciais (GW0742, GW501516, L-165,041).
As concentragdes variaram de 10'! a 10° M. Os dados mostrados representam a ativagio normalizada de 1
(ativagdo maxima) a 0 (células tratadas com o veiculo), e representam a média de 2 experimentos independentes
realizados com 3 replicatas técnicas. Os graficos e as curvas concentracio-resposta foram realizados com o
software OriginPro 8.0. GW0742: R?=0.98549 e ECso=1.08708E-8M; GW601516: R?=0.98028 ¢ EC50=7.10385E-
10M; L-165,041: R?=0.9725 e EC5,=2.23969E-8M.

O ensaio padronizado neste trabalho, além de confirmar valores de ativacdo do
PPARDB/6 similares aos encontrados na literatura, ainda foi sensivel o suficiente para detectar
baixas intensidades de ativagdo do receptor. Neste caso a baixa intensidade foi provocada por
uma pequena concentracdo do agonista comercial, mas no contexto de triagem de moléculas
uma pequena ativagdo pode ser provocada por moléculas com potencial de serem agonistas de

PPARDB/S, mas que ainda necessitem otimiza¢do quimica para melhorar a afinidade ao receptor.

4.1.4 Parametro de citotoxicidade aparente

A expressdo do reporter de Renilla € comumente utilizada como controle para a
eficiéncia de transfeccdo (FAN; WOOD, 2007; PAGUIO et al., 2010). Neste trabalho, foi
proposta a utilizagdo deste parametro para avaliar a citotoxicidade de maneira indireta. Uma
vez que as células foram transfectadas em lote antes do plaqueamento nas placas de triagem, a
expressao do reporter Renilla deve estar na mesma ordem de magnitude entre os pocos, € as
diminui¢des neste sinal podem indicar citotoxicidade (PAGUIO et al., 2010). Tendo isso em
vista, o esperado é que o sinal da luciferase de Renilla (controle de transfeccdo) seja similar
entre cada poco. Ou seja, foi considerado que se o ‘valor de Renilla’ para os pogos com

tratamento possui um sinal baixo em relag¢do ao sinal dos controles positivo e negativo, é porque
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o extrato/composto testado foi citotoxico para as células 293T. Esse parametro indireto de
citotoxicidade foi validado com um ensaio de MTT.

A concentracdo de GW0742 (1 uM, 1% de DMSO como veiculo) utilizada como
controle positivo na triagem, ndo apresentou diferenca estatistica (2way ANOV A seguido pelo
teste Tukey de comparacdo mdltipla) em comparacdo com 1% de DMSO (concentracdo de
veiculo utilizada no controle negativo), mostrando que o GWO0742 per se ndao possui
citotoxicidade. Usando concentragdes téxicas de DMSO (3-50%) (PICOLI et al., 2015), foi
demonstrado que as andlises da expressdo do ‘valor de Renilla’ t€m o mesmo resultado que o
experimento de citotoxicidade MTT (Figura 20), ou seja, pode-se concluir que compostos ou
extratos que levaram a expressoes baixas do repérter de Renilla também resultaram em alta
toxicidade celular. Portanto, um baixo ‘valor de Renilla’ foi definido como um pardmetro de
citotoxicidade indireta do ensaio e, durante as triagens, os compostos/extratos que levaram a

baixos ‘valores de Renilla’ foram desconsiderados.
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Figura 20. Ensaio de citotoxicidade. O sinal de luciferase de Renilla e o resultado do ensaio de MTT foram
comparados para DMSO em diferentes concentrac¢des (0,15%, 1%, 3%, 5%, 10% e 50%) de forma a validar o
‘valor de Renilla’ como um pardmetro indireto de citotoxicidade. 293T indica células ndo tratadas e a condicao
com 1 pM de GW0742 contém 1% de DMSO como veiculo. N=4. Utilizando a estatistica 2way ANOV A seguido
pelo teste Tukey de comparacdo multipla, ambas os métodos (sinal de luciferase de Renilla e citotoxicidade por
MTT) foram considerados com o mesmo efeito nas diferentes concentragcdes de DMSO (p = 0,008, interacdo muito
significante, **) e o efeito da concentracdo de DMSO foi considerado extremamente significante (***p<0,0001).
Realizado no software Graphpad Prism.

Como critério de exclusdo por citotoxicidade, estabelecemos que os controles

positivos e negativos possuem sinal normal do ‘valor de Renilla’. Dessa forma, durante a
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realizacdo de campanhas de triagem de ligantes, tratamentos que resultarem em um ‘valor de
Renilla’ menor que a ‘média menos cinco vezes o desvio padrdo’ do valor normal serdo
classificados como valores anormais de transfec¢do e serdo desconsiderados por apresentarem
citotoxicidade aparente.

Desta forma, foi possivel confirmar que o ensaio inicial de triagem proposto nesta
tese fornece dois tipos de resultados: o sinal de luciferase de firefly indica compostos que ativem
o PPARB/6 (objetivo principal), e o sinal de luciferase de Renilla indica compostos que

apresentam citotoxicidade.

4.1.5 Expressdo, purifica¢do e caracterizagdo do hPPARS LBD

Para ensaios in vitro, hPPARS LBD foi expresso de forma heter6loga conforme
descrito anteriormente (BATISTA et al., 2012). Pode-se observar que, apds a gel filtragdo, a
proteina foi obtida de forma pura e no peso molecular correto (33,492 kDa) para a construgao
utilizada, que corresponde a por¢do LBD (aminodcidos 171 a 441) (Figura 21). A expressao da

proteina rende geralmente 3 mg por litro de expressao.
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Figura 21. Expressao e purificagdo hPPARS LBD. M: marcador de peso molecular, TO: amostra da cultura de E.
coli antes da indugdo, T: amostra da cultura de E. coli apés inducdo overnight com IPTG 500mM, S: sobrenadante
da cultura celular lisada, P: elui¢do da purificagdo com resina de afinidade, P2: eluicdo da purificacdo em gel
filtragdo. Massa molecular do PPA B/3 com cauda de histidina: 33,492kDa.

ApOs expressdo e purificacdo da proteina, foram realizados estudos de
caracterizacdo biofisica da proteina para confirmar se ela foi expressa na forma ativa e
enovelada. Primeiramente foi realizado um dicroismo circular para verificacdo da estrutura

secundéria do hPPARS LBD (Figura 22). A estrutura observada corresponde a estrutura descrita
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na literatura, de que o PPARP/6 ¢ formado majoritariamente por alfa-hélices, apresentando os

minimos caracteristicos em 208 e 222nm.
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Figura 22. Espectro de Dicroismo Circular do hPPARS LBD. Vinte aquisi¢des de 200 a 260nm.

Foi realizado também um ensaio de desnaturagcdo, buscando encontrar, entre 10 e
90 °C, a temperatura em que metade das proteinas estariam enoveladas e metade estariam
desenoveladas (Temperatura de melting, Tm). Este ensaio infere sobre a estabilidade da
estrutura secunddria da amostra. Foi observado que a temperatura de Tm do hPPARS LBD ¢é

43,07 °C £ 0,41, indicando que a proteina recombinante possui boa estabilidade (Figura 23).
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Figura 23. Desenovelamento térmico do hPPARS LBD. Variagido de temperatura de 10 a 90°C observado em
208nm. Tm = 43.07°C + 0,41. Fitting de Boltzman para cdlculo da Tm realizado no software OriginPro 8.0.

Antes da realizacdao de experimentos in vitro, a proteina previamente purificada e
estocada a -80°C foi submetida a uma andlise de espalhamento dindmico de luz (DLS), para
verificar se apos descongelamento, o hPPARS LBD ainda se encontrava monodisperso em
solugdo. Os resultados normalmente obtidos estdao aqui representados com o gréfico referente a

um experimento. Com o ensaio de DLS, podemos observar um raio hidrodinamico de 3,1 nm,
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com polidispersdo de 4,7 % (Figura 24, Tabela 4), que corresponde ao hPPARS LBD, que se
apresenta monodisperso € com raio hidrodinamico de dimero, pois em solu¢@o (na auséncia de

RXR) ha preferéncia para a formagao de dimeros de PPARB/6 (dados ndo mostrados).
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Figura 24. DLS do hPPARS LBD. A amostra apresenta um raio de 3,1nm.

Tabela 4. Tabela de dados do DLS do hPPARS LBD. Pd = Polidispersao, Int = Intensidade.

Item Raio (nm) %Pd %0Int
Pico 1 0.0 16.3 1.3
Pico 2 0.2 11.8 1.9
Pico 3 3.1 4.7 96.8
Pico 4 1879.1 15.6 -—--

Ap6s garantir com o dicroismo circular e com o DLS que as amostras contém
hPPARS LBD dimérico, monodisperso, indicando que a proteina foi expressa de forma
adequada, as amostras foram utilizadas nos ensaios de caracterizagdo biofisica entre hPPARS

LBD e ligantes comerciais de PPARPB/3 ou possiveis ligantes triados.

4.1.6 Termoestabilidade (Termal Shift assay, TSA)

7

O ensaio de Termo Estabilidade (TSA) qualitativo € uma das metodologias
adicionais de validagdo adicionadas ao nosso conjunto de metodologias de triagem. Este ensaio
mede a estabilizacdo da estrutura tercidria do PPARRB/S antes e depois da adig¢do de ligantes ou
potenciais ligantes.

Para determinacdo do protocolo de TSA para o hPPARS LBD, foram testadas
diferentes concentragdes de sonda (5, 10 e 20X) e de proteina (5, 10 e 20 uM), e a condig¢do
genérica de TSA utilizada para outras proteinas no laboratério (4 M de proteina e 1X de sonda)

(APENDICE B - Figura 60). Pode-se observar que a condicdo genérica de 4 uM do LBD do
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hPPARGS LBD e 1X de sonda apresenta um sinal de intensidade do fluoréforo muito baixa ao
longo dos ciclos do TSA (Linha Rosa, APENDICE B - Figura 60). Concentragdes crescentes
de quantidade de proteina apresentaram uma intensidade de sinal maior ao longo de todos os
ciclos da rampa de temperatura do TSA. No entanto, aumento na concentra¢do de sonda nao
significou um aumento diretamente proporcional na intensidade de sinal. Para as concentragdes
de 5 uM e de proteina o sinal foi maior quanto menor a quantidade de sonda utilizada. No caso
de 20 uM de proteina, a melhor concentrag¢do de sonda foi a intermediaria, 10X. Com este teste
foi possivel determinar parametros experimentais com maior sinal de emissdo do fluor6foro
durante a leitura do ensaio. As condicdes experimentais de maior sinal foram as que utilizaram
20 uM de hPPARS LBD. A condi¢@o experimental escolhida para os préximos experimentos
foi a de 5X de sonda e de 10 uM de hPPARS LBD, que representa uma intensidade de sinal 5
vezes maior que a condi¢cdo genérica previamente utilizada no laboratério (4 uM de proteina e
1X de sonda), sem demandar grandes quantidades de proteina purificada ou sonda.

Apo6s determinagdo das condi¢Oes experimentais, foi realizado um TSA com os
ligantes comerciais GW0742, GW501516, L-165,041 (Figura 25). Os agonistas especificos
(GWO0742, GW501516 e L-165,041) provocam um aumento nas temperaturas de fusdo da
proteina (Tm) em comparag¢do com a Tm do apo-PPARB/S, indicando estabilizacdo da estrutura
tercidria (Figura 25). Em particular, o agonista GW(0742 estabilizou a estrutura tercidria de
PPARB/S, como foi relatado por Batista (2012), aumentando a Tm do receptor de 39,41+
0,09 °C (apo-PPARB/S) para em 53,1 + 0,3 °C. Os outros agonistas especificos, GW501516 e
L-165,041, também deslocaram a Tms do PPARB/S para 51,1 £ 0.2 °C e 43,99 £ 0,06 °C,

respectivamente.
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Figura 25. TSA com os agonistas comerciais do PPARB/3. TSA de 10 uM hPPARS LBD com 30 uM dos agonistas
GWO0742, GW501516 e L-165,041. Dados de trés experimentos independentes realizados com trés replicatas
técnicas. Fitting de Boltzman para cdlculo da Tm realizado no software OriginPro 8.0.
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Como ja foi reportado em diversos estudos, ligantes de RNs aumentam a
estabilidade estrutural de RN, principalmente porque a ligacao do ligante organiza interagoes
especificas dentro do LBP, essas ligacdes aumentam o grau de prote¢do contra o solvente e,
com isso, tornam a estrutura do receptor mais rigida (FIGUEIRA et al., 2011; HAMURO et al.,
2006; PISSIOS et al., 2000; RASTINEJAD et al., 2013). Logo, o ensaio de TSA pode ser muito
util em campanhas de triagem de ligantes, pois o cdlculo da Tm da proteina na presenca de
compostos pode auxiliar na selecio de compostos que estabilizem a estrutura terciaria da
proteina, indicando interagao direta com o PPARB/6.

Em resumo, ap6s determinacdo das condi¢des experimentais de concentraciao de
sonda (5X) e de proteina (10 uM de hPPARS LBD), um ensaio com os ligantes comerciais de
PPARB/s foi realizado com sucesso, mostrando que o experimento foi padronizado, podendo

ser utilizado para caracterizacdo de compostos triados.

4.1.7 Supressdo de Fluorescéncia do ANS (ANS fluorescence quenching)

O terceiro experimento do pipeline foi o ensaio de supressao de fluorescéncia da
sonda 8-anilino-1-naftalenosulfonico (ANS), que determina a afinidade do hit selecionado pelo
bolsdao hidrofébico do LBD do PPARB/S. Neste ensaio, a sonda ANS liga-se ao bolsdo de
ligacdo do ligante (LBP) hidrofébico do PPARB/S, sendo deslocada por ligantes do receptor,
causando a supressdo da fluorescéncia. A medida que a concentragio do agonista aumenta,
maior a diminui¢do da fluorescéncia do ANS. Este ensaio ja foi utilizado para o isotipo PPARY
(RIBEIRO FILHO et al., 2018; ZORRILLA; GARZON; PEREZ-SALA, 2010), no entanto, até
o momento ndo foram encontrados relatos de protocolos descritos para o PPARB/S.

Primeiramente, foram feitas curvas de ligacio de PPARB/3-ligante com
estequiometria 1:1 (sonda:proteina), para mostrar que o agonista (GW0742) é efetivo para
dissociar ANS do sitio de ligacdo de PPARB/3, mesmo na concentracdo de ANS nao saturada
(APENDICE C — este experimento foi realizado pela Dra. Fernanda Batista).

Em seguida, foram realizados varios testes para avaliar a proporcao adequada de
sonda:proteina com a inten¢do de obter o melhor desempenho no experimento. Nos testes com
diferentes concentragdes de sonda ANS e proteina hPPARS LBD, a concentracdao do ligante
GWO0742 foi variada para observacdo do deslocamento e da supressdo de fluorescéncia. Os
dados apresentados na Figura 26 foram referentes a concentragdo de 2 puM de hPPARS, os

resultados foram semelhantes para as demais concentra¢des da proteina (APENDICE D). Pode-
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se observar que as menores concentragdes de hPPARS LBD resultaram em um sinal muito
baixo e ruidoso, portanto as concentracdes de 0,25 uM e 0,5 uM ndo foram selecionadas para

a realizacdo deste ensaio.

2 uM PPARb/d x 5 uM ANS 2 uM PPARb/d x 10 uM ANS

- 4000 4000
‘23500 g 3500

2 3000 3 3000 e,

£ 2500 S 2500 o .
£ 2000 £ 2000 s N\,

1500 g = 1500 7
X - = > 1000 7 <
21000 . o = N
< = 500 -
S 500 A At . k| _
é 0 e e @ 0
E 400 450 500 550 60 2 40 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm) = Comprimento de onda (nm)
-0 0.3uM 0.5uM IuM  —=5uM —0 0.3uM 0.5uM IuM —*-3uM -=-5uM
2 uM PPARb/d x 15 uM ANS 2 uM PPARb/ x 20 uM ANS

. 6000 6000

£ 5000 £ 5000

2 A, 2

£ 4000 i $ 4000

g /"f ) =

= 3000 = % = 3000 f

5] ! R 3 fi

<2000 ; N 5 2000 { N

o & \ o f

= e S g0 £ S

o= . 7] P .-

2 o0 5§ o ;
g 400 430 500 350 600 | E 400 450 500 550 600
- Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

-0 0,3uM 0,5uM IuM —3uM --5uM —-0 0,3uM 0,5uM luM ~+-3uM -+-5uM

Figura 26. Teste de concentragdo ANS e proteina para realizagcdo do ensaio de Supressdo da Fluorescéncia de
ANS. A concentragdo de sonda ANS variou em 5 uM, 10 uM, 15 uM e 20 uM. Aqui exibimos resultados de
quando a concentragdo de hPPARS LBD foi mantida em 2 uM. Agonista GW0742 nas concentragdes 0 uM (apenas
proteina e ANS), 0,3 uM, 0,5 uM, 1 uM, 3 uM e 5 uM.

ApOs os testes realizados, os experimentos foram padronizados com 10 vezes o
excesso de ANS (2 uM hPPARS LBD:20 uM ANS) para garantir que todo o PPARB/S esteja
saturado por ANS, e que todas as modificagdes conformacionais causadas por possiveis ligantes
no LBP do receptor provoquem o deslocamento da sonda ANS.

Apdbs padronizacdo, foi realizado um ensaio com os ligantes comerciais e cdlculo
das constantes de dissociacdo aparentes (Kqapp) entre PPARB/S e esses agonistas: GW0742 (1,2
+0,3 uM), GW501516 (1,8 + 0,1 uM) e L-165,041 (1,09 + 0,08 uM) (Figura 27 e APENDICE
E).
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Figura 27. Supressdo da fluorescéncia do ANS para ligantes comerciais. Os agonistas comerciais GW0742,
GW501516 e L-165,041 foram adicionados nas concentracdes de 0,3 puM (0,0001 pg/mL), 0,5 uM
(0,0002 pg/mL), 1 uM (0,0004 pg/mL), 3 uM (0,001 pg/mL), 5 uM (0,002 pg/mL), concentragdes de 10 uM
(0,004 pg/mL), 30 uM (0,01 pg/mL) e 50 uM (0,02 pg/mL). O experimento foi realizado em triplicata. A constante
de afinidade aparente foi calculada com o ajuste sigmoidal Hill 1, no software OriginPro 8.0.

Para validar o uso da metodologia da supressao da fluorescéncia do ANS e do cédlculo
da constante de afinidade aparente para o PPARP/S e ligantes, também foi realizado um ensaio
de TSA quantitativo com o ligante GW0742 e o receptor. Esse ensaio € bem estabelecido para
calculo de constante de afinidade entre proteinas e ligantes (CIMMPERMAN et al., 2008;
SENISTERRA; CHAU; VEDADI, 2012). O TSA quantitativo foi realizado pela Dra. Fernanda
Batista. Neste segundo ensaio, a constante de dissociacdao encontrada foi de 2,6 + 0,2 uM
(Figura 28), muito proxima da constante obtida no ensaio de ANS. O resultado obtido no ensaio

de TSA quantitativo corrobora com o ensaio de ANS para cdlculo da constante de dissocia¢io

entre PPARP/S e ligantes.

64 -
62' ® GW0742
60
584
564
54
52
50
48
46] ® o @
44 . .
0.1 1 10
GW0742 (uM)

temperatura (°C)

Figura 28. Ensaio de TSA quantitativo com PPARP/S e o ligante GW0742. O ligante GW0742 foi utilizado na
concentragdo de 0,3 uM, 0,5 uM, 1 uM, 3 uM, 5 uM, 10 uM, 30 uM e 50 uM. O experimento foi realizado em
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triplicata. A constante de afinidade aparente foi calculada com o ajuste sigmoidal Hill 1, no software OriginPro
8.0.

Até o inicio deste trabalho ndo foram encontrados na literatura artigos sobre
experimentos de supressao da fluorescéncia do ANS com a proteina PPARPB/S. Os resultados
deste trabalho foram publicados na revista PPAR Research (VIDEIRA et al., 2018),
apresentando a padroniza¢do de um experimento novo € muito importante para a caracterizacao
da afinidade de compostos pelo hPPARS LBD.

Poucos estudos mostram constantes de afinidade entre os NR e seus ligantes,
especialmente para o PPARB/J, sendo que, quando existe algum tipo de quantificacdo de
afinidade, a mesma € realizada por meio de ensaios concentragdo-resposta celular, gerando
valores de ECso e ndo de constantes de afinidade (BASSENE et al., 2006; OLIVER et al., 2001).
Os resultados derivados deste trabalho demonstram como proceder com a caracterizagdo da
interacdo ligante:receptor de forma mais acurada, utilizando-se o ensaio de supressdo de
fluorescéncia ANS, que € capaz de avaliar afinidades de compostos que se ligam ao LBP do
PPARB/S.

Finalmente, a aplicacdo das metodologias biofisicas propostas (TSA e supressao de
fluorescéncia do ANS) também apresentam a vantagem de medir a atividade relativa de um
composto (ou uma mistura de substancias) sem a necessidade de informacdes prévias sobre a
estrutura quimica do ligante (ZORRILLA; GARZON: PEREZ-SALA, 2010). Portanto, este
trabalho propde que essas metodologias sdo uteis como etapas adicionais na triagem de

bibliotecas de extratos naturais.

4.2 Triagem manual dos compostos em ensaio de transativacao

Ao longo deste trabalho de doutorado e durante o processo de padronizagdo dos
protocolos dos métodos de triagem, compostos de colaboradores foram testados em diversas
ocasioes e, para facilitar a visualizacdo, os resultados foram apresentados de maneira agrupada.
No APENDICE F estio listados os compostos e extratos, e a posi¢io na placa de triagem. Como
o teste de compostos de colaboradores foi realizado manualmente antes da finalizacdo da
padronizacao do ensaio de transativacao, as placas ndo foram formatadas aos moldes das placas
de triagem semi-automatizada, e apresentam menos po¢os de controles positivos e negativos

por placa (conforme indicado na legenda).
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4.2.1 Ensaio de transativacdo primdrio

Foram testados 121 compostos de colaboradores em um ensaio de transativacao
primario, dos quais 7 (LFNT-74, LENT-75, AF-4, CF24, AN5, AN7 e ANI1) foram
selecionados como candidatos a hits na triagem primdria (Figura 29). O valor do sinal
firefly/Renilla dos candidatos a hits selecionados € muito inferior ao valor obtido pelo controle
positivo. No entanto, ¢ importante lembrar que o controle positivo, GW0742, é um agonista
comercial que ja passou por todas as etapas de melhoramento da sua estrutura quimica para
aumentar sua afinidade pelo PPARRB/S. Para a triagem manual de compostos de colaboradores
nao foi aplicado o fator estatistico Z’ pois a placa ndo foi montada aos moldes das placas de

triagem (com o ndmero adequado de replicatas dos controles para avaliagdo estatistica).
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Figura 29. Ensaio de

transativacdo para triagem primdria de compostos de colaboradores. Placas I, II e III

representam trés diferentes placas de triagem. Triagem dos compostos expressa como razao firefly/Renilla de cada

composto. ¢ Controle

negativo (1% DMSO), ¢ controle positivo (I uM GW0742), A compostos (I uM). Os

candidatos a hits foram selecionados de acordo com o critério: apresentar razio firefly/Renilla 7 vezes o desvio

padrdo do controle neg

ativo.
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4.2.2 Ensaio de transativa¢do secunddrio

Os 7 candidatos a hits (CF24, ANS, AN7, AN11, LFNT-74, LFNT-75, AF-4)
selecionados na triagem primdria foram submetidos a uma triagem secunddria em triplicata para
confirmacdo do seu efeito de ativacio do PPARB/3. Neste ensaio confirmatdrio, foram
selecionados apenas compostos que apresentaram uma razao de sinal firefly/Renilla superior a
sete vezes o desvio padrdo do controle negativo em pelo menos duas das triplicatas (Figura 30).
Segundo este critério de sele¢do, apenas o composto AN11 foi selecionado neste ensaio
confirmatdrio, apresentando uma ativagdo média de 1,26X em relacdo ao controle negativo
(Figura 30). No entanto a variabilidade da triplicata e a baixa ativacdo média indicam que a
ativacdo observada pode ser um falso-positivo, o que serd analisado melhor na etapa seguinte
do pipeline de triagem. Os demais compostos (CF24, ANS5, AN7, LENT-74, LFNT-75, AF-4)
nio foram confirmados, sendo definidos como falso-positivos do primeiro experimento de

transativacao.
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Figura 30. Ensaio de transativacdo confirmatdrio para compostos triados na transativacdo primdria. Sete
candidatos a hit (CF24, AN5, AN7, AN11, LENT-74, LENT-75, AF-4) foram selecionados em diferentes testes.
Para simplificacdo os resultados foram agrupados em um mesmo grafico, indicando que o controle negativo foi
normalizado para 1. Todos os testes foram realizados na presenca do controle positivo, mas para efeito de
simplificacdo, a ativacdo do GW0742 ndo foi mostrada. O critério para confirma¢do de um hit € possuir razao
firefly/Renilla sete vezes o desvio padrio para pelo menos duas das trés replicatas. Apenas o composto AN11 foi
confirmado.

4.2.3 Ensaio de Thermal Shift Assay (TSA)

O segundo método do racional de triagem € um ensaio de Thermal Shift Assay
(TSA), para verificar se os compostos escolhidos na triagem inicial estabilizam a estrutura

terciaria do PPARB/S (Figura 31). O hit AN11 selecionado na etapa anterior foi submetido ao
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ensaio de TSA, juntamente com o controle positivo (o agonista comercial de PPARI/S,
GWO0742). E possivel observar que 0 GW0742 estabiliza a estrutura tercidria da protefna, pois
desloca a Tm do apo-PPARRB/6 de 36,68 +0,07 °C para 51,61°C + 0,08 °C. No ensaio de TSA,
a incubacdo da proteina hPPARS LBD com o composto AN11 resultou em uma Tm de 36,18 +
0,07 °C, ou seja, ndo alterou a Tm em relagdo ao apo-PPARB/3, indicando que este composto
ndo altera a estabilidade térmica do receptor. Portanto, o AN11 nao foi selecionado para as

proximas etapas de triagem.
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Figura 31. TSA do PPARB/S com o hit AN11 e o agonista GW0742. O experimento foi realizado com 10 pM de hPPARS LBD
e 30 uM das moléculas. O experimento foi realizado em triplicata e analisado no software OriginPro8 com realizacdo de
Boltzman para cdlculo da Tm.

4.3 Triagem semi-automatizada da Biblioteca Phytobios

Ap6s a otimizagdo do conjunto de métodos de triagem e dos testes manuais com
compostos de colaboradores, testamos o pipeline de maneira semi-automatizada com uma
biblioteca de extratos naturais da flora brasileira (biblioteca Phytobios).

A biblioteca Phytobios foi escolhida dentre outras bibliotecas disponiveis no LNBio
por ser uma biblioteca de produtos naturais, pelo fato do PPAR/d aceitar ligantes hidrofébicos
naturais, e devido ao forte apelo para o uso de produtos naturais no desenvolvimento de
cosméticos. Outro fator importante foi o tamanho da biblioteca (apenas 560 compostos) para

uma primeira triagem e validacdo da metodologia.

4.3.1 Determina¢do da concentragdo ideal

Como a biblioteca havia apenas sido utilizada com ensaios enzimaticos in vitro, foi

necessdrio realizar um teste de concentracdo estoque dos extratos da biblioteca com o intuito
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de avaliar se as concentragdes mais elevadas seriam téxicas para as células. Foram testadas as
concentracoes estoque de 10 mg/mL, 1 mg/mL e 0,1 mg/mL, que ao serem adicionadas no meio
de cultura das microplacas foram diluidas 1:100 (concentragdes finais 0,1 mg/mL, 0.01 mg/mL
e 0,001 mg/mL). Para esta avaliacdo o critério de citotoxicidade aparente baseado na leitura da
luciferase de Renilla foi utilizado, conforme descrito anteriormente. Foram testados em placa
de 96 pocos os quadrantes Q1 da placa Pla da biblioteca Phytobios para as concentragdes
detalhadas anteriormente. A tabela com a andlise do valor de Renilla para as 96 amostras de
cada condicio estd detalhada no APENDICE F.

A placa testada com extratos na concentracdo estoque de 10 mg/mL apresentou,
para 53% das condig¢Oes testadas, um valor de Renilla inferior a 60% em relacdo a media dos
pocos controle (positivos € negativos), indicativo de que essa concentragdo da biblioteca
apresenta toxicidade para as células (Tabela 9, APENDICE G).

A placa testada com a concentragdo estoque de 1 mg/mL apresentou citotoxicidade
aparente apenas para trés extratos testados, o que foi considerado aceitdvel. A placa testada com
a concentracdo estoque de 0,1 mg/mL ndo apresentou citotoxicidade aparente, podendo indicar
ser uma concentra¢do tdo diluida que nao provocou nas células nenhuma reacdo positiva
(ativagdo) ou negativa (citotoxicidade). Portanto, a concentracdo estoque de 1 mg/mL foi
selecionada para triagem por apresentar uma reagdo, mesmo que negativa, com alguns extratos

(Tabela 9, APENDICE G).

4.3.2 Ensaio de transativa¢do primdrio

A triagem da biblioteca Phytobios foi realizada na concentracdo final de
0,01 mg/mL (utilizando-se o estoque de 1 mg/mL). Os resultados mostram que a maioria dos
extratos/fracdes e controles negativos apresentou baixa expressdo de luciferase de firefly e,
portanto, baixa razio firefly/Renilla (Figura 32 ¢ APENDICE H). Por outro lado, o tratamento
com os controles positivos apresentou alta expressdo de luciferase de firefly e alta relacdo
firefly/Renilla, como esperado.

Ap6s a andlise de dados (avaliacdo da citotoxicidade aparente, normalizacdo pelo
controle de transfec¢do e célculo do fator Z’), encontramos 31 candidatos a hits como agonistas
de PPARSB/S (extratos 1 a 31), que mostraram taxas de ativacao de 1,3 - 2,1X da ativacdo basal
(Figura 32). No entanto, o sinal obtido foi muito inferior ao do controle positivo. Como descrito
anteriormente, estes resultados podem ser justificados pelo fato de que o GW0742 € um

agonista comercial com alta especificidade e afinidade para PPARB/6 (BATISTA et al., 2012).
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Isso significa que este ligante ja foi submetido a etapas de otimizacdo (geracdo de leads)
enquanto que a biblioteca Phytobios é composta por extratos brutos e suas fragdes, ou seja, uma
mistura de diferentes compostos em diferentes concentragdes, cuja atividade poderia ser

aumentada por intermédio de novos fracionamentos e da otimizacdo dos compostos, se

isolados.
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Figura 32. Triagem primaria de extratos da biblioteca Phytobios. ¢ Controle negativo (1% DMSO), ¢ controle
positivo (1 uM GW0742), A extratos (0,01 mg/mL). Resumo com as oito placas de triagem normalizadas por
controles positivos (100%) e negativos (0%), para cada placa Inserto: fator Z’ para cada placa de screening,
mostrando a confiabilidade da triagem.

Para todas as placas de triagem, obtivemos um fator Z’ apropriado (0,53 - 0,64)
(ZHANG, 1999), indicando que nosso ensaio é confidvel e adequado para a triagem de
agonistas PPARRB/6 (Figura 32, inserto a direita). A variabilidade da ativacdo de PPARB/6
observada para o controle positivo (GW0742) ndo interferiu na avaliacdo do fator Z’e foi
considerada intrinseca ao experimento, pois foi utilizado o mesmo lote de células transfectadas,

de meio de cultura, de aliquota do agonista e das solucdes de leitura.

4.3.3 Ensaio de transativa¢do secunddrio

Em seguida, para confirmar os candidatos a hits selecionados, realizamos um ensaio
de transativacao secunddrio, em triplicata, com os 31 extratos selecionados (Extratos de 1 a31).
Apés o ensaio de transativacdo confirmatério, 10 extratos (Extrato 1, Extrato 2, Extrato 3,
Extrato 4, Extrato 9, Extrato 19, Extrato 20, Extrato 29, Extrato 30, Extrato 31) foram
selecionados como hits, por possuir razdo firefly/Renilla acima do nosso critério de selecao.
Estes hits apresentaram de ativacdo de 1,2 a 2,4X em relagcdo a atividade basal dos controles

negativos (Figura 33). Quando comparado com a ativacdo do PPARRB/S causada pelo GW0742
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(56X), todas as fracOes apresentaram um sinal muito menor, mas ainda acima dos nossos
critérios de selecdo com base no desvio padrdao dos controles negativos. Além disso, como foi
mencionado anteriormente, a biblioteca contém extratos de plantas, que sdo uma mistura de
compostos diversos em diferentes concentragdes e, provavelmente, os compostos que ativam
PPARR/S estdo presentes em quantidade muito baixa. Neste contexto, mesmo as baixas taxas

de ativagdo PPARN/3 encontradas com os extratos devem ser consideradas significativas.
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Figura 33. Ensaio confirmatério de transativa¢do realizado em triplicata com os candidatos a hits. Controle
positivo: 1 uM GWO0742, controle negativo (veiculo, 1% DMSO), e 0,01 mg/mL dos extratos. O ensaio foi
realizado com os 31 candidatos a hits, mas para efeito didatico apresentamos apenas os 10 hits confirmados com
sinal acima do nosso critério de sele¢do para pelo menos duas das trés replicatas. No gréifico de barras, os
resultados sdo apresentados na forma de média + SD. p valores foram calculados com teste t ndo pareado (¥p <
0,05, **p < 0,01, e ***p <0,001) com o software GraphPad Prism.

4.3.4 Ensaio de Thermal Shift Assay

Em seguida, os 10 hits selecionados foram submetidos ao segundo método de
triagem: o ensaio qualitativo de TSA, para selecdo de extratos que estabilizem a estrutura
tercidria do PPARGB/S.

Neste ensaio de TSA, além do controle positivo (GW0742), foram adicionados os
demais agonistas de PPARB/6 (GW501516 e L-165,041), e também o pan-agonista de PPARs
Bezafibrato (Figura 34). E possivel observar que os agonistas especificos (GW0742,
GW501516 e L-165,041) estabilizam a estrutura terciaria do hPPARS LBD de 7 a 14 graus,
enquanto que o Bezafibrato apresentou um aumento de Tm de apenas 2,9 + 0,1 °C. A baixa

estabilidade encontrada pelo Bezafibrato pode ser explicada pelo fato dele ser um pan-agonista
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de PPAR com especificidade muito baixa para PPARB/6 e que fornece pouca ativagio
(WILLSON et al., 2000). Este resultado mostra que nosso ensaio € sensivel para avaliar
candidatos com baixa ativa¢do que possam aparecer durante a triagem de ligantes.

Os resultados do TSA para os hits mostram que 2 fragdes selecionadas (Extrato 1 e
Extrato 9) ndo mostraram as curvas de desenovelamento esperadas, indicando que esses
extratos, de alguma forma, podem desestabilizar a estrutura terciaria de PPARB/S, ou mesmo,
ndo se ligar diretamente a este receptor. Por outro lado, 2 fragdes (Extrato 2 e Extrato 19)
aumentaram a Tm do PPARB/d em 3,5+ 0,3 °C e 2,5 £ 0,3 °C, respectivamente, em comparacao
com a Tm do apo-PPARB/S (Figura 34). Este resultado sugere que estes extratos podem ter

componentes que se ligam fisicamente ao receptor e promovem a estabilizacdo da estrutura

proteica.
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Figura 34. TSA do PPARB/S com os extratos da Phytobios e ligantes de PPARB/S. O experimento foi realizado com 10 uM de
hPPARS LBD e 30 uM dos ligantes (GW0742, GW501516, L-165,041, Bezafibrato), e 0,14 mg/mL das fragdes € extratos. O
experimento foi realizado em triplicata e analisado no Software OriginPro8 com realizagcdo de Boltzman para célculo da Tm.
ND#* néo definido.

4.3.5 Ensaio de supressdo da fluorescéncia do ANS

Em seguida, um dos extratos selecionados foi submetido ao terceiro método do
pipeline de triagem: o ensaio de supressdo de fluorescéncia do ANS. Para o Extrato 2,
calculamos entre o PPARB/3 e o extrato uma constante de dissociagdo aparente (Kdapp) de 0,011
+ 0,007 mg/mL (Figura 35A), que é bem préxima da concentracio utilizada no ensaio de
transativagdo celular (0,01mg/mL). Também calculamos a Kdapp utilizando o método de TSA
quantitativo, e o valor encontrado (Kdapp = 20 + 3,7 pg/mL) corrobora com o valor obtido com

o experimento de ANS (Figura 35B).
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Figura 35. Curvas de dissocia¢ao entre PPARB/S e o Extrato 2. A: Curva de dissociagdo com o experimento de
supressdo do ANS. Intensidade normalizada de fluorescéncia no maximo de emissdo (480 nm) versus a
concentracdo do Extrato 2, ajustado pela curva de Hilll com OriginPro 8.0. A concentragdo do extrato para célculo
da curva de dissociacgdo variou de 0,003 — 1 mg/mL. O experimento foi realizado em triplicata. Inserto: curva em
escala linear. B: Curva de dissocia¢do com o experimento de TSA quantitativo. O ligante GW0742 foi utilizado
na concentragdo de 0,3 uM, 0,5 uM, 1 pM, 3 uM, 5 uM, 10 uM, 30 pM e 50 pM. O experimento foi realizado em
triplicata. A constante de afinidade aparente foi calculada com o ajuste sigmoidal Hill 1, no software OriginPro
8.0.

4.3.6 Fracionamento do extrato selecionado

Conforme dito anteriormente, as baixas ativacdes obtidas utilizando-se extratos
podem ser explicadas por este conter uma mistura de diversas moléculas em baixa
concentracdo, sendo interessante o posterior fracionamento desses extratos buscando-se
concentrar 0os componentes que tenham atividade com o PPARB/S. Foi solicitado o
fracionamento do Extrato 2 para o laboratério da Dra. Daniela Trivella no LNBio, e nos foi
entregue 24 fragdes do Extrato 2 (Extrato 2-01 a Extrato 2-24).

Dentre as 24 fracdes do Extrato 2, quatro apresentaram citotoxicidade aparente
(Extrato 2-07, Extrato 2-16, Extrato 2-22 e Extrato 2-24) e foram descartadas. As fragdes
Extrato 2-11, Extrato 2-18, Extrato 2-23 apresentaram sinal firefly/Renilla superior a sete vezes
o desvio padrdo dos controles negativos foram consideradas candidatas a hif no ensaio primario
de transativacao (Figura 36A). Nesta triagem primdria, a fracdo Extrato 2-18 ativou o PPARB/S
4,43X quando comparado com o controle negativo (o controle positivo GW0742 ativou 118 +
22X) e seguiu para o ensaio de transativacdo secundério do pipeline de triagem. As fragcdes
Extrato 2-11 e Extrato 2-23 foram selecionadas pelo critério de sinal firefly/Renilla sete vezes
o desvio padrdo dos controles negativos, mas ativaram o PPARB/S apenas 1,01X e 1,04X,

respectivamente, o que nao representa uma ativacdo do receptor. O fato dessas duas fracdes
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terem sido selecionadas pelo critério do sinal firefly/Renilla foi um artefato devido ao controle
negativo ter variado pouco e o critério de selecao ser um valor baixo. As fracdes Extrato 2-11

e Extrato 2-23 por ndo ativarem o PPARRB/S ndo seguiram adiante no pipeline de triagem.
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Figura 36. Ensaio de transativacdo primdrio e confirmatdrio para as fracdes do Extrato 2. A: Ensaio de triagem
primaria das fracdes do Extrato 2. * Controle negativo (1% DMSO), ¢ controle positivo (1 uM GW0742), A
extratos (0,01 mg/mL). Resultado mostrado como razdo firefly/Renilla de cada composto/controle. Candidatos a
hits foram selecionados de acordo com o critério: apresentar razdo firefly/Renilla 7 vezes o desvio padrdao do
controle negativo. B: Ensaio confirmatdrio de transativacao realizado em triplicata com o Extrato 2-18. Controle
positivo: 1 pM GW0742, controle negativo (veiculo, 1% DMSO), e 0,01 mg/mL do Extrato 2-18. No grafico de
barras, os resultados sdo apresentados na forma de média + SD. p valores foram calculados com teste t ndo pareado
(*p < 0,05, **p < 0,01, e ***p < 0,001) com o software GraphPad Prism.

No ensaio secundario, realizado em triplicata, a fracdo Extrato 2-18 foi confirmada
como hit, ativando o PPARB/S 2,5 + 0,3X a mais que o controle negativo (Figura 36B).

Seguindo o pipeline de triagem, foi realizado um ensaio de TSA com a fracdo
Extrato 2-18 a 0,28 mg/mL, obtivemos um aumento na Trm em 4 + 1 °C em rela¢do a Tm do
apo-PPARRB/6 (Figura 37A). Em seguida o Extrato 2-18 foi submetido ao ensaio de supressao
de fluorescéncia do ANS (Figura 37B). Neste ensaio foi calculado uma Kdapp= 0,016 *
0,007 mg/mL para o Extrato 2-18 que é bem proxima da concentragdo utilizada no ensaio de

transativagdo celular (0,01 mg/mL).
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Figura 37. Caracterizacio biofisica da intera¢do da fragdo Extrato 2-18 com PPARB/S. A: TSA do Extrato 2-18.
O experimento foi realizado com 10 uM hPPARS LBD, 30 uM GW0742, 0,14 mg/mL Extrato 2-18 e 0,28 mg/mL
Extrato 2-18. O experimento foi realizado em triplicata e analisado no Software OriginPro8 com realizacdo de
Boltzman para cédlculo da Tm. B: Curva de dissociacdo com o experimento de supressdao do ANS. Intensidade
normalizada de fluorescéncia no maximo de emissdo (480 nm) versus a concentracdo do Extrato 2-18, ajustado
pela curva de Hilll com OriginPro 8.0. A concentrac¢do do extrato para cdlculo da curva de dissociagdo variou de
0,003 — 1 mg/mL. O experimento foi realizado em triplicata. Inserto: curva em escala linear.

Observando o Kdapp das fracdes Extrato 2 e Extrato 2-18, € possivel percerber que
no ensaio de transativacao € utilizada uma concentragdo de extrato de 0,01 mg/mL que € muito
proxima ao Kdapp, respectivamente 0,011 + 0,007 mg/mL e 0,016 + 0,007 mg/mL. In vitro, o
Kdapp indica a concentragdo de extrato na qual metade dos PPARB/S estdo ligados. Num ensaio
celular, apenas parte das moléculas presentes no extrato penetram a célula e atingem o ntcleo.
Seguindo esse raciocinio, ao utilizar 0,01 mg/mL de extrato no ensaio de transativagdo celular,
apenas parte dos PPARRB/S estariam ligados a componentes do extrato. Isso pode explicar a
baixa ativacdo (1,31X) encontrada no ensaio de ativacdo celular. Entretanto, altas
concentracdes de extrato se mostraram citotoxicas no ensaio de transativacdo celular (dados
nao mostrados). Com isso, podemos sugerir que tanto o extrato bruto Extrato 2 quanto a fracao
Extrato 2-18 deveriam ser mais fracionadas para o isolamento e enriquecimento de compostos

que ativam o PPARG/S.

4.3.7 Ensaio de especificidade

Um ensaio de transativacdo foi realizado para os demais isotipos de PPAR para
avaliar a especificidade dos extratos. Foi observado que o extrato bruto Extrato 2 podem ativar

tanto o PPARB/S, quanto o PPARa (Figura 38). Nenhuma das amostras mostrou ativar o
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PPARYy, embora, devido ao erro associado, este experimento devesse ser repetido para

confirmarcdo dos resultados observado.
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Figura 38. Ativacdo dos isotipos de PPAR pelos extratos Extrato 2 e Extrato 2-18. Como controle positivos foram utilizados
1 uM de Bezafibrato (PPARw), de GW0742 (PPARB/S) e de Rosiglitazona (PPARY). O veiculo DMSO foi utilizado como
controle negativo (ctrl. negativo). Resultados sdo apresentados na forma de media + SD. Dados de dois experimentos
independentes realizados em triplicata. P values (*p < 0,05, **p < 0,01) foram calculados por teste two-way Anova seguido
pelo teste de Dunnet para comparagdes multiplas pelo software GraphPad Prism.

Com esses testes foi possivel validar o conjunto de metodologias de triagem para
agonistas de PPARRB/S e encontrar 2 hits (Extrato-2 e sua fracdo Extrato 2-18). Estes extratos
poderdo, apds resupply pela Phytobios, seguir adiante para as etapas de caracterizacdo de seus

efeitos em células de pele.

4.4 Triagem semi-automatizada da biblioteca NIH - NCC

A biblioteca NIH-NCC foi escolhida para a realizacao de uma campanha de triagem
semi-automatizada por conter compostos ja foram utilizados em testes clinicos em humanos.
Ou seja, caso fossem identificados como candidatos a hits, as informagdes sobre a seguranca
dessas moléculas ja seriam conhecidas. O objetivo de utilizar esta biblioteca era buscar um

“segundo-uso” para essas moléculas como ativadoras de PPARB/S.
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4.4.1 Ensaio de transativacdo primdrio

Na primeira andlise dos resultados da triagem com transativacdo celular, os
tratamentos que provocaram citotoxicidade aparente foram descartados. Para este ensaio,
embora tenha sido utilizado o mesmo lote de células e reagentes, e tenha sido observada
ativacdo do PPARB/S pelo controle positivo, o fator Z* das placas ndo foram considerados

adequados (Figura 39).
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Figura 39. Fator Z’ das dez placas de triagem da biblioteca NIH-NCC. Valores adequados de Z’ devem ser maiores
ou iguais a 0,5.

Durante a anélise dos dados da transativagao da biblioteca NIH-NCC foi observado
que os controles negativos variaram pouco, logo o desvio padrdao dos controles negativos foi
pequeno (Figura 40 e Figura 41). Portanto, o pardmetro escolhido para uma molécula ser
considerada ‘candidata a hit’ do PPARB/S foi possuir sinal firefly/Renilla 9 vezes maior que o
desvio padrao do controle negativo. Sendo que para a placa 201-04 o desvio padrao observado
apresentou baixa variacdo e foi preciso estabelecer o critério de possuir sinal firefly/Renilla 11
vezes maior que o desvio padrdao do controle negativo. Essa alteracdo de critério possui a
finalidade de excluir os proprios controles negativos como ‘candidatos a hits’, pois, quando o
sinal firefly/Renilla dos controles negativos € muito constante, o desvio padrio se torna tao
pequeno que mesmo multiplicando este valor por nove, a leitura do sinal do controle negativo
acaba sendo selecionada como ‘candidato a hit’.

Na triagem da biblioteca NIH-NCC foram identificados 24 candidatos a hits, mais
3 agonistas comerciais GW501516, L-165,041 e Bezafibrato que ndo faziam parte da biblioteca,
mas foram adicionados como controle (Figura 40 e Figura 41). O nome dos 24 compostos

selecionados como candidatos a hits pode ser encontrado no APENDICE I (Tabela 10).
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Figura 40. Ensaio de transativagdo primario da biblioteca NIH-NCC. 1-6: 6 placas da biblioteca NCC-104. 7-8:
2 placas da biblioteca NCC-201. « Controle negativo (1% DMSO), ¢ controle positivo (1 pM GW0742), A
compostos da biblioteca (1 uM). Extratos que resultaram em sinal firefly/Renilla nove vezes maior que o desvio

padrdo do controle negativo foram considerados candidatos a hits.
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Figura 41. Ensaio de transativagdo primdrio da biblioteca NIH-NCC (parte II). 9-10: 2 placas da biblioteca NCC-
201. « Controle negativo (1% DMSO), ¢ controle positivo (1 pM GW0742), A compostos da biblioteca (1 pM).
Extratos que resultaram em sinal firefly/Renilla nove vezes maior que o desvio padrdo do controle negativo foram
considerados candidatos a hits.

4.4.1 Ensaio de transativacdo secunddrio e ensaios biofisicos

Foi realizado um ensaio de transativacdo secunddrio em triplicata para confirmacao
dos 24 candidatos a hits da biblioteca NIH-NCC selecionados no passo anterior. Apenas o
Meloxican foi confirmado no ensaio de transativagdo secunddrio, apresentando sinal
firefly/Renilla acima do nosso critério de selecdo de sete vezes o desvio padrao do controle
negativo em pelo menos duas das trés replicatas, e apresentando ativacao do PPARB/S de 1,4X
(Figura 42). O Meloxican € um anti-inflamatorio da familia dos ndo-esterdides, utilizado para
aliviar a inflamacdo e a dor. No entanto a variabilidade da triplicata e a baixa ativacdo média
indicam que a ativac@o observada para o Meloxican pode ser um falso-positivo, o que serd

melhor analisado na etapa seguinte do pipeline de triagem
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Figura 42. Triagem secunddria dos candidatos a hits da biblioteca NIH- NCC. Ensaio de transativagdo
confirmatério em triplicata. Controle positivo: 1 uM GW0742, controle negativo (veiculo, 1% DMSO), e 1 uM
dos candidatos a hits. Resultados sdo apresentados na forma de média + SD. Foram considerados hits compostos
que resultaram em sinal firefly/Renilla sete vezes maior que o desvio padrdo do controle negativo para pelo menos
duas das trés replicatas. O hit (#20, Meloxicam) selecionado estd indicado pelas setas.

Em seguida foi realizado um TSA para verificar se o Meloxican estabiliza a
estrutura tercidria do PPARB/6 (Figura 43). O agonista comercial GW0742 foi utilizado como
controle positivo e provocou um deslocamento na Tm do receptor em relacdo a Tm do apo-
PPARB/S de 7 °C. O TSA do Meloxican com o PPARB/S resultou em uma Tm de 37,07 +
0,06 °C, e o apo-PPARB/3 apresentou uma Tm de 37,04 £ 0,05°C.
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Figura 43. Ensaio de TSA do PPARB/S com Meloxican. 10 uM PPARB/3, 30 uM GW0742, 100 uM de Meloxican.
O experimento foi realizado em triplicata e analisado no Software OriginPro8 com realizagdo de Boltzman para
calculo da Tm.
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O Meloxican ndo promoveu aumento da termoestabilidade da estrutura tercidria do

PPARS/S e, portanto, ndo seguiu para a proxima etapa da metodologia de triagem.

4.5 Virtual screening da biblioteca TimTec NDL-3,000

Com o objetivo de diminuir os custos das campanhas de triagem em busca de
ligantes para o PPARB/9, decidimos avaliar o método de Virtual Screening (VS) para pré-
selecdo de moléculas com potencial de interacdo com nosso alvo, reduzindo o nimero de
compostos que seriam submetidos ao pipeline in vitro. Por exemplo, a biblioteca de compostos
isolados derivados semi-sintéticos de produtos naturais TimTec NDL-3,000 estava disponivel
para triagem, no entanto possuia 3039 compostos, que, formatados para nosso ensaio em
microplacas de 96 pogos, resultaria num total de 38 placas de teste, uma triagem invidvel do
ponto de vista financeiro.

Dessa forma, apds um VS, os ensaios experimentais seriam realizados com uma
menor quantidade de moléculas, de uma maneira mais racional, com informacdes a priori sobre
a interacdo com o alvo, e com menor gasto de reagentes.

A biblioteca TimTec NDL-3,000 foi utilizada para testar o método de VS baseado
em estrutura utilizando-se o programa Surflex 3.06 (BioPharmics LLC), e todas as estruturas

do LBD de PPARS/3 disponiveis no PDB.

4.5.1 Preparo das estruturas

Primeiramente foi realizada a preparacdo das moléculas da biblioteca TimTec
NDL-3,000: todas as moléculas que possuiam estrutura SMILES definida (3028 moléculas)
foram transformadas para o formato mol2. Em seguida, das estruturas de PPARB/6 baixadas do
PDB (Tabela 1, material ¢ métodos), 20 delas foram selecionadas e 3 (PDB ID: 2GWXA,
2Q5G, 3DY6A) foram descartadas por ndo se adequarem aos critérios: (i) presenga de ligante,
necessario para o calculo do protomol, e (ii) hélice 12 estruturada, pois é sabido que agonistas
PPARSB/6 interagem com atomos dessa regido (ARANDA; PASCUAL, 2001). As estruturas
cristalograficas geralmente possuiam duas ou mais cadeias de PPARB/3, que foram separadas
em monomeros para realizacdo do VS, gerando 59 cadeias de mondmeros de PPARB/S.

Para a realizagdo do VS com o PPARS/3, optou-se por utilizar o0 maior nimero de
cadeias disponiveis pois é sabido que o bolsao de liga¢do do ligante (LBP) € flexivel e muda de

conformagdo dependendo do ligante que estd presente dentro do sitio (BOURGUET;
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GERMAIN; GRONEMEYER, 2000; PRIVALSKY, 2004; WAHLI, 2002). Essa mudanca de
conformagdo do LBP devido a diferentes ligantes pode ser ilustrada por meio do programa
KVFinder (Figura 44). Como dito anteriormente, as diferentes cadeias selecionadas para o VS
foram extraidas de estruturas do PDB cristalizadas na presenga de ligantes no LBP, e estes

promoverem diferentes mudangas conformacionais nas cavidades das cadeias (Figura 44 B e
O).

Figura 44. Cavidades do LBD de diferentes cadeias de PPARB/S determinadas pelo software KVFinder.
(a) Representacdo da cadeia cOp2910 do PPARB/S e sua respectiva cavidade em cinza. (b) Sobreposigdo das
cavidades das cadeias cOp2910 (cinza), cOp2310 (vermelho), cOp1811 (azul) e cOp4ll (verde). (c) Sobreposi¢do das
cavidades rotacionada 180 ° no eixo y.

Devido ao fato dos métodos de docking utilizarem a estrutura rigida da proteina, o
uso do maior nimero de cadeias de PPARB/S disponiveis permite abranger a maior quantidade
possivel de conformacdes do LBP do receptor. Essa abordagem contorna o problema de falta
de flexibilidade da estrutura durante o docking e aumenta as chances do VS encontrar uma

conformagdo de cadeia pela qual as moléculas testadas tenham maior afinidade e melhor score.

4.5.2 Primeira abordagem de virtual screening

uida, iz 1 u i , i
Em seguida, realizamos o alinhamento das estruturas selecionadas, por meio do
comando “psim_align all” do Surflex-Dock. Esse comando alinha todas as proteinas contra

todas, baseado pelo sitio de ligacdo, e resulta em arvores hierdrquicas de similaridade entre as
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proteinas (CLEVES; JAIN, 2015a). Ap6s andlise das arvores hierdrquicas, 11 cadeias foram
excluidas por ndo se alinharem, totalizando 48 cadeias utilizadas para o VS.

O primeiro VS foi realizado utilizando as estruturas de 3039 moléculas (3028
moléculas da biblioteca TimTec NDL-3,000 + as estruturas dos agonistas GW0742,
GW501516, L-165,041 e Bezafibrato) contra uma lista com todas as 48 cadeias de PPARS/9.
Nesta abordagem de VS, como resultado foram reportadas as trés melhores poses para cada
uma das moléculas, sem distin¢do de com qual cadeia essas poses foram geradas. Foi feita uma
lista com o score da melhor pose de todas as 3032 moléculas e, a partir desta lista, foram
selecionadas apenas as moléculas que apresentavam score maior ou igual a 7,00, pois estd
pontuagdo correlaciona-se com o Kd na ordem de micromolar em ensaios de afinidade
experimentais (JAIN, 2003). Devido a este critério, 2107 moléculas que possivelmente

interagiriam com o LBP do PPARRB/ foram selecionadas (Figura 45).
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Figura 45. Histograma dos scores obtidos para cada uma das 3043 moléculas no docking com o PPARB/5. Foram
selecionadas para a préxima etapa as moléculas com score maior que 7,00.

Com esta primeira abordagem de docking o tamanho da biblioteca foi restringido
em 30%, sendo que foram selecionadas 2107 moléculas das 3032 moléculas iniciais. No
entanto, esta abordagem nao informava se as poses de mais alto score poderiam ser obtidas com
um ndmero variado de cadeias (diferentes conformacdes) de PPARB/6 ou com apenas uma

cadeia especifica.

4.5.3 Segunda abordagem de virtual screening

Com o intuito de confirmar se o score 7,00 obtido na primeira abordagem
representa uma afinidade contra o maior nimero de conformagdes de cadeias, e com o intuito

de reduzir o nimero de moléculas que seguiriam para as etapas experimentais in vitro, foi
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realizada uma segunda abordagem que utiliza o docking ‘pscreen’ independente para cada uma
das 2107 moléculas e cada uma das 48 cadeias. Por meio dessa abordagem, uma lista com os
valores de score de cada molécula para cada uma das 48 estruturas foi organizada, e, a partir
dessa lista, foram selecionadas as moléculas que possuiam a mediana dos scores maior que 7,0,
isto €, moléculas que possuiam elevada pontuacdo com o maior nimero de conformacdes de
cadeias de PPARB/S (Figura 46). Utilizando-se esse segundo critério foram selecionadas 81
moléculas das 2107 pré-selecionadas, restringindo o conjunto de moléculas que seriam
submetidas ao ensaio experimental para apenas 2,67% do conjunto inicial de moléculas (Tabela
5). No entanto, os agonistas comerciais especificos para PPARB/S, GW0742 e GW501516, e o
pan-agonista Bezafibrato, ndo foram selecionados por este critério. Esses agonistas foram
adicionados ao dataset como controles positivos do método de docking; no entanto, com 0s
parametros utilizados, eles ndo foram selecionados, indicando que os parametros avaliados no

docking podem ndo ser os mais adequados para se encontrar ligantes de PPARG/0.
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Figura 46. Boxplot das moléculas com score mediano maior que 7,00 para o docking em PPARB/S. Foram
identificadas 81 moléculas com score mediano maior que 7,00.



L165041

ST041868
ST002734
ST002217
ST001314
ST018474
ST079282
ST041867
ST050055

ST028823
ST092266
STO070845
ST079962
ST024026
ST089209
ST070203
ST050054
ST041612

Tabela 5. Lista de moléculas selecionadas no virtual screening.

ST080083
ST068835
ST041789
ST002905
ST075618
ST077942
ST001934
ST002695
ST075617

ST079624
ST082314
ST075616
ST075254
ST070702
ST048234
ST006023
ST047874
ST074809

ST069891
ST073954
ST049570
ST051725
ST041792
ST069027
ST024013
ST065455
ST075323

ST022366
ST083266
ST082627
ST079726
ST055915
ST095408
ST074528
ST039199
ST039101

ST055881
ST039129
ST019743
STO074817
ST002037
ST017363
ST060391
ST052561
ST024094

ST002906
ST070820
ST087062
ST078029
ST001592
ST078684
ST076373
ST094679
ST088380

ST069229
ST077957
ST046819
ST076376
ST083605
ST072644
ST075156
ST077958
ST069862

108

Dentre as 80 moléculas selecionadas na segunda rodada de VS, destacamos cinco

delas (ST002734, ST041868, ST079282, ST018474, ST028823) (Figura 47) com a maior

mediana de valor de score para ilustrar a pose prevista dessas moléculas dentro do LBP do

receptor (Figura 48). E possivel observar que algumas moléculas tiveram a pose predita

proxima a hélice 12 (em vermelho) do receptor (Figura 48B, C e D), similar a pose do GW042

na estrutura cristalogréfica (Figura 48 A), indicando um possivel efeito agonista no PPARB/9.

Outras moléculas, como a ST018474 e a ST028 823 (Figura 48E e F) foram posicionadas no

docking no fundo do LBP, o que pode indicar que elas se ligam, mas ndo provocam ativacao

do receptor. Como nosso pipeline de triagem € voltado para a busca de agonistas de PPARB/9,

pode ser que essas moléculas ndo apresentem atividade no ensaio de transativagado celular.

A)

B) CCCCOclece(ecl)C(=0O)N\C(=C/clece(Cl)ecl)C(=

O)NCCele(C)[nH]c2cceeel2

D)

C) CCCCCCCCCC(=0)0cle(oec2cecec2el=0)-cleec(OC)eel

Figura 47. Estruturas das moléculas de elevado score no LBD da cadeia de PPARB/3 A) ST002734, B) ST041868

(ndo havia estrutura disponivel), C) ST079962 (ndo havia estrutura disponivel), D) ST018474, E) ST028823.
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(b)

(d)

(f)

Figura 48. Poses de moléculas de elevado score no LBD da cadeia de PPARB/6 com a qual obtiveram a melhor
pontuacdo. A) Para efeito de comparagdo com o VS, estrutura cristalografica do ligante GW0742 (PDB ID 3TKM),
e modelo previsto no docking para as moléculas. B) ST002734 com a cadeia cOp711, C) ST041868 com a cadeia
c0p4l11, D) ST079962 com a cadeia cOpl811, E) ST018474 com a cadeia cOp2l0, F) ST028823 com a cadeia
c0p3210.
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4.5.4 Ensaios de transativagdo primdrio e secunddrio

As 80 moléculas da biblioteca TimTec NDL-3,000 selecionadas no segundo VS
foram gentilmente cedidas pelo Dr. Artur Cordeiro (Laboratério de Ensaios Enzimaticos —
LDEE/LNBIo) e foram submetidas ao conjunto de metddos in vitro para triagem de ligantes
para o PPAR/S. Apds o primeiro ensaio da metodologia de triagem, o ensaio de transativacao
primdrio, 23 moléculas foram identificadas como candidatas a hits do PPARB/S pelo nosso
critério de selecdo. As 23 moléculas selecionadas neste ensaio de transativacio ativaram o
receptor de 2,17 a 5,34X em relacdo as células tratadas com o veiculo, neste ensaio o controle

positivo (GW0742) ativou o receptor 41,66X (Figura 49).
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Figura 49. Ensaio de transativacdo do PPARRB/6 com as moléculas da biblioteca TimTec triadas pelo virtual
screening. ¢ Controle negativo (1% DMSO), ¢ controle positivo (1 uM GW0742), A compostos da biblioteca
(1 uM). Foram considerados candidatos a hits extratos que resultaram em sinal firefly/Renilla sete vezes maior que
o desvio padrio do controle negativo.

As 23 moléculas selecionadas no ensaio de transativagdo primdrio foram
submetidas a um ensaio de transativagdo confirmatério em triplicata. Nesse ensaio nao foi
adicionado o agonista comercial L-165,041, pois ja é sabido que este provoca ativacdo no
PPARB/6 (OLIVER et al., 2001). No entanto, apds este segundo ensaio, nenhuma das moléculas
apresentou sinal firefly/Renilla elevado para ser selecionada por nosso critério (Figura 50) e,
portanto, ndo seguiram adiante para os demais passos do conjunto de metodologias de triagem.
O controle positivo de 1 pM de GW0742 funcionou com 9,54X de ativagdo e o Fator Z’ foi de
0,62. O funcionamento do controle positivo e o Fator Z’ da placa indicam que o experimento

funcionou e, no entanto, para nenhuma das moléculas triadas foi confirmada a ativagdo do
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PPARB/s. Entretanto, o método de docking realizado pode selecionar moléculas que interajam
com o LBP do receptor, mas que ndo facam interacdes estabilizando a hélice 12, ou seja,
moléculas que se liguem ao PPARB/d mas que ndo tenham funcdes agonistas, nao

proporcionando a ativacao do receptor.
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Figura 50. Ensaio de Transativacdo Confirmatério para os candidatos a hits da biblioteca TimTec. Controle
positivo: 1 puM GW0742, controle negativo (veiculo): 1% DMSO, e 1 uM dos candidatos a hits. Resultados sdo
apresentados na forma de média + SD. Critério de sele¢@o sinal firefly/Renilla sete vezes maior que o desvio
padrao do controle negativo para pelo menos duas das trés replicatas.

Para selecdo de moléculas com elevado score, mas com potencial de ativagdo do
receptor, este docking deveria ser direcionado para desfavorecer poses no fundo do sitio,
selecionando moléculas que interajam com a hélice 12 de maneira que esta feche a entrada do

sitio, conforme descrito na Figura S (LAUDET; GRONEMEYER, 2001).

4.5.5 Discussdo geral do virtual screening

Apesar da alta expectativa de sucesso com o ensaio de VS, alguns comentarios
merecem atencdo. Para o PPARB/J, os pardmetros utilizados com programa Surflex nao se
mostraram muito eficientes, pois o VS nao foi capaz de selecionar os agonistas de alta afinidade
GWO0742 e GW501516, sendo que o GW0742 possui estrutura cristalografica dentro do LBP
do receptor (PDB ID 3TKM) (BATISTA et al., 2012).

Na literatura, o programa Surflex também nao foi muito eficiente para realizar o
cross-docking com isotipo PPARY, isto é, utilizar detalhes da liga¢do entre um ligante co-

cristalizado com o receptor (ligante de treinamento) para prever poses de moléculas
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desconhecidas (moléculas de teste) (CLEVES; JAIN, 2015a). No trabalho em questdo, o
PPARYy foi um ponto fora da reta no quesito performance mesmo variando-se os parametros de
docking. Enquanto para outras proteinas a melhor taxa de sucesso foi cerca de 85% para as 5
melhores poses, para o PPARY a taxa foi de 39%. Cleves e Jain, em 2015, discutiram que o sitio
ativo do PPARy ¢ de grande volume (1400 A®) e os ligantes testados possuiam moderada
flexibilidade, as quais eram bem diferentes dos ligantes de treinamento, o que gerou uma grande
diversidade de possiveis interacdes entre o sitio ativo da proteina e os ligantes de teste. As
dificuldades em se realizar docking com o PPARy devido ao seu grande LBP também foram
discutidas em outros trabalhos (ITOH et al., 2008). O PPARS/6 também possui um grande LBP
(cerca de 1300 A3) (BATISTA et al., 2012), o que pode dificultar o docking de moléculas em
seu sitio ativo.

Em um estudo de VS com o PPARB/S utilizando-se o software DOCK 3.5.54, ndo
foi descrito o uso dos agonistas comerciais como controles positivos da capacidade preditiva
da interagdo entre LBP da proteina e a molécula (MALTAROLLO et al., 2015), dificultando a
comparacao entre esse € 0 nosso trabalho. Neste mesmo estudo, as moléculas selecionadas no
VS, foram submetidas a um re-docking utilizando dois programas diferentes de docking, o
Surflex e o GOLD 3.1.

Essa abordagem de re-docking das moléculas selecionadas no VS, antes de partir
para os experimentos in vitro, ¢ muito interessante. Programas diferentes de docking utilizam
parametros diferentes para cdlculo do score, e, por isso, podem trazer resultados discrepantes
(MALTAROLLO etal., 2015). O uso de mais de um programa para o re-docking acompanhado
da selecdo de moléculas mediante um consenso entre as poses melhor qualificadas é uma boa
abordagem para validar as moléculas selecionadas no VS e evitar falso-positivos. Talvez a alta
taxa de falso-positivos encontrada em nosso VS com a biblioteca TimTec possa ser explicada
pela auséncia de validacdo por intermédio de re-docking antes dos ensaios in vitro.
Futuramente, tal abordagem serd aplicada em ensaios de VS em nosso grupo, bem como uma
cuidadosa avaliagdo visual da interacdo entre as moléculas e os aminodcidos do LBP do
receptor.

Apesar das limitaces de VS e da impossibilidade de ele substituir o HTS
completamente, os dois métodos podem ser abordagens complementares na busca de
candidatos para o desenvolvimento de farmacos. Um VS cuidadoso, analisando-se e testando
diferente pardmetros e programas, pode reduzir o nimero de moléculas a serem submetidas ao
ensaio de HTS, restringindo as etapas experimentais in vitro apenas moléculas com potencial

de apresentar afinidade para o alvo.
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4.6 Conclusao parcial

O primeiro resultado deste projeto de doutorado foi a padronizacdo de um pipeline
de triagem para agonistas de PPARB/6 formado por uma triagem primdria com ensaio de
transativacdo celular, um ensaio de transativacdo secunddrio para confirmacdo dos hits, seguido
por dois experimentos biofisicos para caracteriza¢ao da interacdo entre as moléculas triadas e a
proteina. Particularmente, as principais inovacdes no pipeline de ensaios propostos sao a
redugdo do comprimento e do volume do ensaio de transativagao; o tipo celular escolhido; a
automacdo de algumas etapas; e a adicdo de métodos de validacao biofisica, em comparacao
com outros métodos propostos de transativagdo PPARB/S. Além disso, os ensaios aqui
propostos foram validados com trés agonistas altamente especificos para PPARB/S (GW0742,
GW501516 e L-165,041) e pelo fator de confiabilidade de HTS, o fator Z’. Em resumo, a
proposi¢ao desta sequéncia de ensaios € uma ferramenta robusta, mais barata e mais rapida para
identificar os agonistas de PPARRB/J, sendo recentemente publicado na revista PPAR Research
(VIDEIRA et al., 2018).

No total, 840 compostos isolados e 560 extratos foram submetidos ao racional de
triagem in vitro para agonistas de PPARB/3. Destas 1400 amostras, 65 (4,42%) foram
selecionadas no ensaio primério de transativacao e 12 (0,86% do total) foram confirmadas no
ensaio de transativacdo confirmatério. Em seguida, foi realizado o ensaio de caracterizacdo
biofisica de TSA com os 12 hits selecionados. Nesta etapa, 2 compostos (AN11 e Meloxicam)
ndo promoveram estabiliza¢do da estrutura terciaria do PPARB/S. Dois extratos da biblioteca
Phytobios promoveram aumento na Tm do receptor no ensaio de TSA, e para um deles
(Extrato 2) foi calculado a Kaapp com o ensaio de supressdo de fluorescéncia do ANS. Os
resultados referentes a essa parte da triagem da biblioteca Phytobios foram recentemente
publicados por nds na revista PPAR Research (VIDEIRA et al.,, 2018). O Extrato 2 foi
fracionado para tentarmos isolar os compostos com atividade bioldgica para o PPARB/S. Apds
o fracionamento, foi encontrada 1 fracdo (Extrato 2-18) que apresentou ativagdo e estabilizacao
da estrutura tercidria do receptor, com a qual também foi possivel o cdlculo da Kaapp.

O método de Virtual Screening (VS) foi realizado com o intuito de ser uma etapa
de pré-selecao de compostos que seguiriam para os métodos in vitro de triagem de ligantes para
o PPARB/S. A biblioteca TimTec NDL-3,000 de 3039 compostos foi escolhida para teste do
método de VS utilizando-se o programa Surflex 3.06. Por meio da primeira abordagem de
docking foram selecionadas 2107 moléculas com o score da melhor pose maior ou igual a 7,00,

reduzindo a quantidade de moléculas em teste para 70% do conjunto inicial. Em seguida, uma
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segunda abordagem de VS (todas as moléculas contra todas as estruturas de proteinas), permitiu
a selecdo de 80 moléculas que possuiam a mediana de todos os scores maior que 7,00,
restringindo o conjunto de moléculas em teste para 2,7% do conjunto inicial. Apenas essas 80
moléculas foram submetidas ao racional in vitro de triagem, ou seja, o VS possibilitou uma
reducdo de cerca de 97% em reagentes e custos, ao selecionar apenas moléculas com potencial
para interagir com o LBP do PPARB/6. Dessas 80 moléculas, 23 delas submetidas ao ensaio de
transativacdo secunddrio. No entanto nenhuma delas foi confirmada neste ensaio em triplicata.
Os parametros utilizados no VS ainda precisam ser otimizados para este método ser aplicado
para a triagem de ligantes agonistas para o PPARB/S.

Em resumo, foi desenvolvido e testado um racional de triagem de agonistas de
PPARB/S que confere informacdes celulares de ativagdo do receptor e informacdes biofisicas
de estabilizacdo e de afinidade entre as amostras testadas e a proteina. Este pipeline pode ser
aplicado também para a busca de agonistas para outros receptores nucleares que aceitem

diferentes ligantes em seu sitio.
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CAPITULO V: RESULTADOS E DISCUSSAO DA
CARACTERIZACAO DA MODULACAO DO
PPAR BETA/DELTA EM CELULAS DE PELE

Os papéis do PPARB/O na regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo dos
queratindcitos e no reparo da pele sdo bem caracterizados em camundongos e em cultura de
queratindcitos primdrios desses animais (HAM et al., 2009; KIM et al., 2006; MICHALIK et
al., 2001; SCHMUTH et al., 2004; TAN et al., 2007; WANG et al., 2015). Em humanos, no
entanto, ha menos relatos sobre os papéis PPARB/6 em pele, devido a dificuldade em realizar
modelos de experimentagdo com tecidos humanos. E possivel encontrar alguns relatos com
cultura de queratindcitos primdrios humanos, demostrarando que o tratamento com ligantes de
PPARP/6 aumenta a expressao de colageno tipos I e III (HAM et al., 2009) e de marcadores de
diferenciacdo, como a involucrina (SCHMUTH et al., 2004; WESTERGAARD et al., 2001).

Embora os queratindcitos primérios humanos sejam o modelo celular de escolha
para estudar mecanismos moleculares de diferenciacdo epidérmica em cultura celular, o uso de
células primadrias € dificil na pratica, porque estas possuem crescimento lento e ndo podem ser
cultivadas por muitas passagens. Portanto, ao desenvolver campanhas de triagem para
descoberta de medicamentos, o uso de linhagens de células imortalizadas € mais recomendavel,
devido a seu rdpido crescimento e alta viabilidade. Tendo em vista futura aplicagdo em
campanhas de desenvolvimento de ligantes de PPARP/3, foi decidido estudar o papel da
ativacdo e inibicdo farmacoldgica d em uma linhagem celular de queratindcitos humanos

imortalizados, HaCaT.

5.1 Proliferacao de queratindcitos

Existem relatos na literatura mostrando que animais PPAR/6-deficientes possuem
proliferagdo aumentada de queratindcitos (MAN et al., 2008; MICHALIK et al., 2001), e que
queratindcitos primdrios de camundongo tratadas com o agonista de PPARPB/S6, GW0742,
tiveram proliferacdo diminuida (KIM et al., 2006), indicnado um possivel papel do receptor no
controle do processo de proliferacao.

O objetivo deste ensaio foi analisar os efeitos da ativagdo ou inibi¢ao farmacoldgica
do PPARP/d na proliferagcao de uma linhagem celular de queratindcitos humanos (HaCaT),

tratando estas células com diferentes concentragdes (0,5 pM, 1 pM e 5 uM) dos agonistas
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GW0742, GW501516 e L-165,041, e com 5 uM do antagonista GSK0660. Como a deficiéncia
de PPARP/d provocou um aumento na proliferacdo de queratindcitos, a hipdtese inicial testada
era de que a ativagcdo do receptor poderia provocar uma diminuicio na proliferagdo celular.
No experimento de proliferagdio mensurando a incorporacdo do
desoxirribonucleosideo modificado EdU, foi observada uma diminui¢do de 25% e 35% da
proliferacdo quando utilizado 5 uM dos agonistas GW501516 e L-165,041, respectivamente,
sugerindo que a ativacdo do PPARP/S pode reduzir a proliferacio celular em células HaCaT
(Figura 51). No entanto, a diminuicdo da proliferacdo celular ndo foi considerada dose-
dependente, pois a mesma nao foi observada em doses menos concentradas (0,5 uM e 1 uM)
dos agonistas GW501516 e L-165,041. Para as diferentes concentragcdes de GW0742 (0,5 uM,
I uM e 5 uM) e para a concentracdo de 5 uM de GSK0660, ndo foram observadas alteragdes
na proliferacdo de queratindcitos. A verificacdo da ativacdo e repressdo do PPARPB/S pelos

ligantes pode ser encontrada no APENDICE J (Figura 65).
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Figura 51. Experimento de incorporac¢do de EAU para medida de proliferacdo de células HaCaT. Foram testadas
trés diferentes concentracdes (0,5uM, 1uM e SuM) de cada um dos agonistas (GW0742, GW501516, L-165,041),
e 5 uM do antagonista GSK0660. 10% FBS foi utilizado como controle positivo para proliferagdo de HaCaT.
Dados de 3 experimentos independentes, cada simbolo representa um experimento independente, barras: SD. A
andlise estatistica realizada foi 2-way Anova seguida de teste de multiplas comparacdes de Dunnet (****p <
0,0001).

Para esse ensaio de proliferacdo, as células foram incubadas com os tratamentos
(agonistas, antagonista ou veiculo) em meio suplementado com 2% de FBS, ao invés de 10%
FBS, pois os fatores de crescimento presentes no soro (10% FBS em meio de cultura) poderiam
mascarar o impacto que a modulagio do PPARB/S causa na proliferacio. E possivel notar que
nossa hipétese estava correta, o tratamento das células com DMEM 2% FBS per se diminuiu a

proliferacdo das células em relacdo ao uso do meio de cultura com 10% FBS. O tratamento com



117

10% de soro funciona como um controle positivo do experimento, mostrando que o protocolo
de incorporacdo de EdU é capaz de distinguir entre pocos da placa com menor ou maior
proliferacdo celular. Este tratamento, assim como o uso de 5 uM de GW501516 ou L-165,041,
pode ser utilizado como controle positivo do experimento, em futuros testes de caracterizacao
de novos ligantes para o PPARp/6.

Comparando com dados da literatura, apenas um outro estudo demonstra a
diminui¢do da proliferagdo em células HaCaT via modulacdo de PPARPB/6 (BORLAND et al.,
2008). No entanto, esse estudo foi realizado por contagem de células tratadas com meio sem
suplementa¢do de FBS, e mostra uma diminuicdo da proliferacdo com 1 e 10 uM dos agonistas
GWO0742 e GW501516 (BORLAND et al., 2008). E importante destacar que a diminuigdo da
proliferacao com 1 uM de agonistas foi observada apenas apds 96h de tratamento com o ligante.
Os resultados apresentados nesta tese demonstraram que foi necessario 5 uM dos agonistas
GW501516 e L-165,041 para a diminuicao da proliferacao celular no tempo de incubacio de
65h. Essa concentracao foi utilizada como intermedidria entre 1 e 10 uM, pois a utilizacdo de
10 uM de agonistas pode ndo causar a ativacdo direta de PPAR[B/S, mas sim uma ativagao
inespecifica de outros alvos, resultando em uma regulagdo indireta de PPARP/6.

Em relacdo a outras linhagens de queratindcitos humanos, o tratamento com
agonistas de PPARP/6 mostrou a diminui¢do da proliferacio de células NCTC 2544
(MARTINASSO et al., 2006) e N/TERT-1 (BURDICK et al., 2007). Por outro lado, Liang e
colaboradores mostraram que o agonista L.-165,041 aumenta a proliferagdo de células HaCaT.
Devido a todos os relatos encontrados na literatura, o efeito da ativagdo de PPARPB/6 em células
imortalizadas de queratindcitos humanos é considerado controverso, pois depende do tipo
celular, do tipo e concentracdo do agonista, do tempo de incubacdo e do tipo de ensaio realizado.

Os resultados permitem concluir que o protocolo de proliferacdo em células HaCaT
pode ser utilizado para a triagem e caracterizagdo inicial de ligantes que aumentem ou
diminuam a proliferacdo neste tipo celular. Em seguida, os ligantes que alterarem a proliferacao
de células HaCaT devem ser testados também em culturas primérias de queratindcitos ou em

outras linhagens para que suas atividades sejam melhor caracterizadas.

5.2 Migracao celular

Outra abordagem utilizada neste trabalho foi a andlise do possivel impacto de

ligantes de PPARP/6 na migracao 2D de células HaCaT, método mimetizador in vitro do
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processo de epitelizacdo ocorrido na cicatrizagdo de feridas. Neste experimento, as células sdo
cultivadas até a confluéncia e, entdo, um arranhdo € feito com a ajuda de um raspador ou
ponteira, criando uma zona livre de células. Essas, entdo, iniciam um movimento migratorio
para fechar a lacuna e estabelecer novas conexoes célula-célula.

Para o experimento de migracdo, foram utilizados tanto 0,5 uM de agonistas de
PPARB/S (GW0742, GW501516 e L-165,041), quanto 5 uM do antagonista de PPARP/d
GSKO0660. Os resultados observados sao independentes dos efeitos dos ligantes na proliferacdo
celular, pois, como foi descrito anteriormente (Figura 51), 0,5 uM de agonistas ¢ 5 uM do
antagonista GSK0660 ndo provocaram alteracdo na proliferacio de células HaCaT. Desta
forma, os resultados observados no experimento de migracdo sdo relacionados apenas aos
efeitos dos ligantes de PPARP/d na capacidade de migragao das células (Figura 52).

Foi observado que o tratamento com os agonistas (GW0742, GW501516 e L-
165,041) resultaram num aumento significativo na taxa de fechamento de feridas quando
comparado com DMSO (Figura 52 e Figura 53), indicando que a ativagdo do PPARB/d pode
ser relevante também para o processo migratorio de queratindcitos HaCaT O tratamento com o
antagonista GSK0660 ndo provocou alteragdes significativas (p valor = 0,1473) na taxa de
migragdo das células HaCaT comparadas com o controle (DMSO). A verificacdo da ativacdo e

repressio do PPARP/S pelos ligantes pode ser encontrada no APENDICE J (Figura 66).
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GW0742

GW501516

L-165,041

GSK0660

Figura 52. Andlise da migracio 2D das celulas HaCaT em scratch assay ap6s tratamento de ligantes de PPARP/S.

As células HaCaT foram tratadas com veiculo (DMSO), 0,5 uM dos agonistas GW0742, GW501516 e L-165,041,

ou 5 uM do antagonista GSK0660. Imagens de um experimento representativo nos tempos Oh, 24h e 48h apds a
risca. A drea sem células foi calculada com o software Image J.
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Figura 53. Taxa de fechamento da ferida (risca) em cultura 2D de células HaCaT tratadas com veiculo (DMSO),

0,5 uM dos agonistas GW0742, GW501516 e L-165,041, ou 5 uM do antagonista GSK0660 como indicado. As
células foram fotografadas apds Oh, 12h, 24h 36h e 48h da riscagem da placa para criagdo da ferida. Foram
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realizados 3 experimentos independentes. A andlise estatistica realizada foi 2-way Anova seguida de teste de
multiplas comparac¢des de Dunnet (**p < 0,01, ***p < 0,001, e ****p < (0,0001).

Os resultados de scratch assay de HaCaT apresentados neste trabalho, indicam que
o tratamento com 0,5 uM dos agonistas de PPARB/6 (GW0742, GW501516 e L-165,041)
aumentou a taxa de migracdo da linhagem de células HaCaT, corroborando os estudos em
cultura primdria de queratinécitos PPARP/d-deficientes. Nestes estudos, a auséncia de
PPARP/6 levou a um atraso na migracao das células (DI-POI et al., 2002, 2003; MICHALIK
et al., 2001; TAN et al., 2007). Em relacdo a modelos de cicatriza¢do de ferida in vivo, foi
observado um atraso na cicatrizagdo de animais PPARP/d-deficientes (MICHALIK et al.,
2001). Em se tratando da ativag@o farmacolégica do PPARP/9, alguns estudos mostraram que
animais tratados com o agonista de PPARPB/d, GW501516, tém cicatriza¢dao mais rdpida (HAM
et al., 2009; WANG et al., 2015). Todos estes resultados corroboram a importancia do PPARP/d
para processos de migracdo de queratindcitos.

E importante destacar que, no presente trabalho, foi definido um protocolo de
migracdo de células HaCaT para caracterizagdo de novos ligantes de PPARB/6 quanto a sua
capacidade de promover migracdo de queratindcitos. Apesar de ser um método limitado — pois
apenas mimetiza o processo de epitelizacdo, independentemente da inflamacao e das interacdes
célula-célula, sem corresponder totalmente ao processo de cicatrizagcdo de feridas in vivo —, a
migragdo por scratch assay € um dos métodos mais utilizados para estudar o reparo cutineo in
vitro (UD-DIN; BAYAT, 2017). Além disso, este método € adequado para triagem e
caracteriza¢ao de novos ligantes de PPARPB/9, se tratando de um ensaio simples e rdpido para
medir o impacto deles na migracdo de queratindcitos in vitro. Outros ensaios, Como migragao
transwell, reparo de pele reconstruida e cicatrizacdo de feridas em camundongos podem ser

feitos posteriormente, para caracterizacao adicional de um novo ligante.

5.3 Diferenciacio de queratindcitos

Para a formacdo da epiderme, queratindcitos progenitores da membrana basal
sofrem um programa de diferenciacdo, no qual cada etapa é caracterizada pela expressao de
genes especificos que sao considerados marcadores da diferenciagdo. Por exemplo, a transicao
da camada espinhosa para a granular € acompanhada pelo aumento da expressao de involucrina
(IVL) e transglutaminase-1 posterior (Tg-1) (WIKRAMANAYAKE; STOJADINOVIC;
TOMIC-CANIC, 2014).
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Os agonistas de PPARPB/6, GW0742 e L-165,041, foram testados quanto a sua
capacidade de estimular a diferenciacdo da linhagem celular de queratindcitos humanos,
HaCaT. A inducdo do processo de diferenciagdo foi quantificada pelo nivel de expressao génica
de genes marcadores de diferenciagdo, como queratina 14 (K14) — marcador de queratindcitos
em estado proliferativo, queratina 1 (K1) — marcador da fase inicial da diferenciagdo, e
involucrina (IVL) — marcador da fase tardia da diferenciacio (WIKRAMANAYAKE;
STOJADINOVIC; TOMIC-CANIC, 2014).

Primeiramente, foi utilizado um protocolo no qual células 100% confluentes foram
tratadas com DMEM 2% FBS ¢ 0,5 uM dos agonistas (GW0742 ou L-165,041), e o RNA foi
colhido apds 3 e 6 dias de incubacdo com o tratamento (Figura 54). Os estdgios de diferenciacao
das células HaCaT foram avaliados pela quantificacdo da expressdo de RNA dos marcadores
de diferenciacio por qPCR. Este desenho experimental permitiu avaliar se era possivel induzir
a diferenciacdo de HaCaT cultivando-as sob confluéncia completa por vérios dias, e se este
processo era acelerado pelos agonistas de PPARB/d GW0742 e L-165,041.

Ao comparar células ndo tratadas coletadas com confluéncia de 80% e 100% com
as células tratadas com DMSO ap6s 3 e 6 dias, foi observado um aumento na expressao de
queratina 1 e involucrina, indicando que essas células iniciaram o processo de diferenciacdo de
queratindcitos apds serem cultivadas em condi¢des confluentes (Figura 54). No entanto, a
comparacao entre células tratadas com os agonistas de PPARB/6 GW0742 e L-165,041 e com
veiculo (DMSO), ndo apresentou alteracOes nos niveis de expressdao de queratina 14,
queratina 1 e involucrina, apesar da ativacdo do PPARP/3 ser confirmada pelo aumento da
expressdo de seu gene alvo PLIN2 (Figura 54). Estes resultados indicam que a ativacdo de
PPARP/6 por GW0742 e L-165,041 pode ndo ser relevante para o processo de diferenciacao

das células HaCaT in vitro.
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Figura 54. Efeito dos ligantes de PPARPB/S na diferenciagdo de células HaCaT cultivadas apds confluéncia.
Expressdo relativa dos niveis de RNA dos marcadores de diferenciacdo de queratindcitos queratina 1 (K1),
queratina 14 (K14) e involucrina (IVL), e do gene alvo do PPARP/S (PLIN2), quantificados em células HaCaT
em 80% ou 100% de confluéncia (como indicado), ou tratados com veiculo (DMSO) ou 0,5uM dos agonistas de
PPARP/6 GW0742 e L-165,041 de 3 a 6 dias. Simbolos representam duplicatas técnicas de um experimento (N=1),

barras: SD.

Depois disso, um segundo protocolo experimental foi desenhado, para avaliar se o
tratamento com os agonistas poderia ter algum efeito pré ou anti diferenciagcdo na etapa entre o
estado proliferativo (80% de confluéncia) e a etapa inicial de diferencia¢do (primeiro dia a
100% de confluéncia). Neste segundo desenho experimental, o tratamento com 0,5 pM dos
agonistas de PPARB/d GW0742 e L-165,041 foi realizado quando as células estavam com 40%
de confluéncia, e o RNA foi extraido nos estagios de 80% de confluéncia (24h apds o

tratamento) e 100% de confluéncia (48h apds o tratamento) (Figura 55).
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Figura 55. Efeito dos ligantes de PPARP/S na diferenciagdo de células HaCaT cultivadas antes da confluéncia.
Expressdo relativa dos niveis de RNA dos marcadores de diferenciacdo de queratindcitos queratina 1 (K1),
queratina 14 (K14) e involucrina (IVL), e do gene alvo do PPARP/S (PLIN2), quantificados em células HaCaT
em 80% ou 100% de confluéncia (como indicado), ou tratados com veiculo (DMSO) ou 0,5uM dos agonistas de
PPARPB/6 GW0742 e L-165,041, como indicado. Dados de 1 experimento representativo de 2 experimentos
independentes realizados em triplicata. Simbolos representam duplicatas técnicas de um experimente, barras: SD

Neste segundo desenho experimental, foi observado que a expressdao dos genes
marcadores de diferenciacio queratina 1 (K1) e involucrina (IVL) é aumentada nas células em
confluéncia total, em relagdo as células no estado proliferativo (80% de confluéncia), indicando
que essas iniciaram o processo de diferenciacdo induzido por confluéncia celular (Figura 55).
Porém, quando comparado o nivel da expressdo génica entre as células tratadas com os
agonistas e as com o veiculo (DMSO) nos dois periodos, ndo foram observadas diferengas nos
niveis de expressdo dos marcadores de diferenciacdo (queratina 14, queratina 1 e involucrina).
No entanto, foi observado um aumento na expressdo do gene alvo do PPARP/S (PLIN2),

indicando a ativagdo do receptor pelos agonistas GW0742 e L-165,041. Estes resultados
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analisados juntos sugerem que a ativacdo do PPARP/S por estes agonistas ndo resulta em
alteracoes na expressao destes marcadores de diferenciacdo de queratindcitos em HaCaT, e que
a ativacdo do receptor neste tipo celular ndo estd envolvida com processos de diferenciacao
celular.

Comparando com dados da literatura, em animais, a ablacdo de PPAR[/6 também
ndo resultou em mudangas importantes no desenvolvimento epidérmico, indicando que esse
receptor pode nao ser importante para a diferenciacdo normal de queratindcitos (MAN et al.,
2008; MICHALIK et al., 2001).

Em relacdo a células HaCaT, de acordo com levantamento bibliogréfico, esta € a
primeira tentativa de abordar os efeitos dos agonistas PPAR/6 em queratindcitos imortalizados
humanos. Em nossos experimentos com a linhagem HaCaT, nao foi possivel reproduzir os
resultados obtidos com células primdrias de humanos e de camundongos, as quais demostraram
que o tratamento com ligantes de PPARB/6 aumentaram a expressio de marcadores de
diferenciacdo, como a involucrina (KIM et al., 2006; SCHMUTH et al., 2004;
WESTERGAARD et al., 2001). O uso de linhagens celulares tem sua limitacdo, as vezes, 0s
resultados observados em células primdrias ndo podem ser replicados em linhagens celulares.
Embora existam alguns protocolos mostrando que € possivel induzir o processo de
diferenciacao em células HaCaT (BOUKAMP et al., 1988; MICALLEF et al., 2009), outros
demonstraram que este processo induzido estd atrasado em comparagcdo com células primdrias
(SEO et al., 2012).

Entretanto, para a triagem e caracterizacdo de novos farmacos, o uso de linhagens
celulares € mais recomendado por ser um modelo de estudo de mais fécil acesso, mais barato e
mais rdpido do que o uso de células primdrias. Por isso as células HaCaT podem ser utilizadas
em um ensaio de diferenciac@o celular para a caracteriza¢@o de novos ligantes de PPARP/S, e,
caso sejam encontradas diferencas nos niveis de expressdo dos genes marcadores de
diferenciacdo de queratindcitos, eles podem ser testados em cultura primdria ou em outras

linhagens de queratindcitos para confirmar os resultados obtidos em HaCaT.

5.4 Analise de expressao génica de componentes da matriz extracelular

Ao longo da fase de remodelacdo do tecido durante a cicatriza¢ao da pele também
¢ importante a reconstrucao da matriz extracelular (MEC), onde as células serdo aderidas. A
MEC € composta por proteinas, secretadas principalmente por fibroblastos, as quais sdo

responsaveis pela elasticidade e suporte mecanico da pele (CALLAGHAN; WILHELM, 2008).
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As principais proteinas MEC na pele sdao coldgenos (tipos I, III, IV, V, VII), fibronectina e
elastina (PASQUALI-RONCHETTI; BACCARANI-CONTRI, 1997; ROSENBLOOM,;
ABRAMS; MECHAM, 1993).

Para analisar se a expressao génica de proteinas da MEC poderia ser dependente de
PPARP/S in vivo, foi analisada, a partir de amostras de pele (derme e epiderme), a expressao
do RNA de algumas dessas proteinas (coldgeno tipo I, III e IV, fibronectina), de suas
colagenases (MMP-1 e MMP-9) e de TGF-1 e TNF-a em animais selvagens e knockout (KO)
para PPARP/S durante 10 dias do processo de cicatrizagao de feridas de pele.

Deste conjunto de proteinas, os coldgenos tipo I e III sdo os principais componentes
da MEC, e alguns estudos mostraram que sua expressdo pode ser regulada pela ativacdo
PPARP/6 (HAM et al., 2009). As outras proteinas estudadas ndo estdo diretamente relacionadas
ao PPARP/6 na literatura, mas desempenham papeis importantes na cicatrizacio e remodelagdo
de pele, sendo: (i) o coldgeno tipo IV, um componente importante da membrana basal (SAND;
GENOVESE; KARSDAL, 2016); (ii) a fibronectina, uma proteina que media as interagdes
celulares com a MEC e estd envolvida na adesao celular, migragdo, crescimento e diferenciacao
(PANKOV; YAMADA, 2002); (ii1) a MMP-1, uma colagenase intersticial que quebra
coldgenos tipos I e III para remodelacdo tecidual (BAKER; EDWARDS; MURPHY, 2002);
(iv) a MMP-9, uma colagenase envolvida na protedlise local da matriz extracelular (BAKER;
EDWARDS; MURPHY, 2002); (v) o TGF-B1, fator de transcricdo que regula o estagio
inflamatorio da cicatrizacdo (PAKYARI et al., 2013), (vi) o TNF-q, citocina rapidamente
liberada por células na ferida e que inicia o processo inflamatdrio, recrutando neutréfilos e
macréfagos (RITSU et al., 2017).

Os resultados demonstram que os niveis de RNA de TGF-B1, MMP-1 e MMP-9
aumentaram logo no primeiro dia da cicatrizacdo de feridas e diminuiram um pouco no final da
cicatrizagdo (Figura 56). Os resultados sdo consistentes com o papel importante destas proteinas
desde o inicio do processo de cicatrizacdo: o TGF-B1 ¢ importante para modular o estagio
inflamatério da cicatrizacdo (PAKYARI et al., 2013); e MMP-1 e MMP-9 sdo proteases da
MEC expressas para degradar a MEC em periodos iniciais da cicatrizagdo, (CALEY;
MARTINS; O’TOOLE, 2015). Os niveis de TNF-a atingiram um pico logo no primeiro dia
apo6s a ferida, e voltaram ao nivel basal no decorrer dos dias (Figura 56), de acordo com o
descrito na literatura (RITSU et al., 2017), essa citocina promove o processo inflamatério logo
apos a ferida. Em relagdo ao colageno tipo I, Il e IV e fibronectina, a expressdo do RNA desses
genes aumentou a partir do terceiro dia da cicatrizacdo de lesdes na pele (Figura 56). Esses

resultados estdo de acordo com os encontrados na literatura, que demonstram que a expressao
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de coldgenos e fibronectinas ¢ aumentada por fibroblastos no estdgio proliferativo do

fechamento da ferida, geralmente 2-3 dias apds a lesdo (XUE; JACKSON, 2015).
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Figura 56. Andlise da expressdo de RNA de componentes da MEC durante cicatrizag@o cutanea de camundongos
selvagens (WT) e PPARP/S-knockout (KO). Nivel de expressdo relativa de RNA das proteinas da MEC coldgeno
tipo I (Coll), coldgeno tipo III (Col3), coldgeno tipo IV (Col4), fibronectina (Fnl), de TNF-a (Tnf), das proteases
MMP-1 (Mmp1) e MMP-9 (Mmp9), e do TGF-B1 (Tgfbl), em diferentes dias apés a ferida cuténea: dia 0, 1, 3, 7
e 10, como indicado. Animais selvagens (WT) e PPARP/6-knockdown (KO), como indicado. Simbolos
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representam cada animal, barras: SD. Os resultados foram analisados com 2way ANOV A seguido pelo teste Sidak
de comparacdo multipla. P valores = #<0,05, **¥<0,01, ***<0,001, ****<0,0001.

Comparando os animais selvagens aos KO, visualmente foi possivel observar que
os camundongos KO apresentaram uma cicatrizacdo retardada da ferida (dados ndo
quantificados), conforme reportado por Michalik (2001). Analisando-se a expressao génica por
qPCR, os resultados mostraram a ablagdo eficiente de PPARP/6 nos camundongos KO (Figura
57). Em relacdo a expressdao do TNF-a (Tnf), os resultados mostraram que tanto os animais KO
quando WT tiveram um pico de expressdo da citocina no primeiro dia, que retornou ao nivel
basal no dia 10, mas a expressao em camundongos KO foi cerca de 2X menor nos dias 1 € 3
(Figura 56). Esses resultados indicam que a deple¢ao do PPARp/S desencadeou alteragdes nos
estagios inflamatdrios iniciais do processo de cicatrizac¢do alterando os niveis de expressdao do
TNF-a (Figura 56), e possivelmente, essas alteragdes resultaram numa cicatrizag¢do retardada
nos animais KO. A auséncia do PPARPB/6 ndo resultou em alteracdes nos niveis de RNA de
Tgtb1, da colagenase Mmpl, fibronectina (Fnl), coldgeno tipos I (Collal) e III (Col3al) entre
os animais selvagens e KO durante a cicatrizac@o de feridas na pele (Figura 56). Para o coldgeno
tipo IV (Col4al) e Mmp9 foi observado que no dia 3 a expressao desses mRNAs foi maior em
camundongos KO (Figura 56), indicando um possivel efeito da regulagdo do PPARPB/3 sobre

esses genes nesse estdgio do processo de cicatrizagao.
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Figura 57. Analise da expressdo de PPARP/S durante cicatrizagdo cutdnea de camundongos selvagens (WT) e
PPARp/3-knockout (KO). Nivel de expressdo relativa de RNA de PPARB/S (Ppard), em diferentes dias apds a
ferida cutanea: dia 0, 1, 3, 7 e 10, como indicado. Animais selvagens (WT) e PPARp/6-knockdown (KO), como
indicado. Simbolos representam cada animal, barras: SD. Os resultados foram analisados com 2way ANOVA
seguido pelo teste Sidak de comparacao multipla. P valores = #<0,05, **<0,01, ***<0,001, ****<0,0001.

Em animais, um outro grupo de pesquisa, observou por coloracdo imuno-

histoquimica que, apds injecdo peritoneal do agonista de PPARPB/6 GW501516, houve um
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aumento no TGF-B1 e um ligeiro aumento no coldgeno tipo I e III (HAM et al., 2009). Os
resultados obtidos por ativacdo farmacolégica do PPARB/S podem ndo correlacionar com
ensaios de knockout do receptor, pois na auséncia da proteina, outras vias sinalizadoras podem
ser ativadas para compensar a falta de PPAR[/0, mascarando o fenétipo.

Além disso, os modelos in vivo sdo mais complexos do que os modelos celulares in
vitro. Por exemplo, nos organismos existem mais interacdes célula-célula, diferentes tipos
celulares em sinestesia, mais fatores de crescimento secretados, e respostas inflamatodrias,
fatores que também podem regular a deposicdo da MEC e suprimir a deficiéncia do PPARPB/d
neste processo. Tais fatores nao estdo presentes em cultura in vitro de um tipo celular isolado,
indicando que tais modelos podem melhor reproduzir processos que sejam dependentes de
PPARBP/s. Por isso, foi decidido abordar os niveis de RNA das proteinas de MEC também in
vitro com células HaCaT. Nesse ensaio, o PPARJ/S foi ativado farmacologicamente por seu
agonista GW501516, para verificar se a ativacao do receptor € capaz de alterar a expressao de
algumas proteinas da MEC (coldgeno tipo I, III e IV, fibronectina, e MMP-9) em células
HaCaT. O aumento da expressdao de TGF-B1 apds ativagao do PPARP/S em células HaCaT ja
havia sido previamente observado no grupo da Dra. Michalik (DEGUEURCE et al., 2016) e,
portanto, ndo foi realizado novamente.

Ap06s 48h de incubacdo com 0,5 uM do agonista de PPARB/d GW501516, o gene
alvo PDK4 foi super-expresso, indicando que o receptor foi ativado (Figura 58). No entanto,
ndo foi observado nenhum impacto da ativagdo do PPAR[/3 na expressao de RNA de coldgenos
tipos I, III e IV, fibronectina, MMP-9 e PPARP/6 (Figura 58). Estes resultados sugerem que a
ativacdo do PPARP/6 por GW501516 ndo tem um efeito sobre a expressao destas proteinas da
MEC em células HaCaT. Apesar de queratindcitos expressarem coldgeno tipo I, Il e IV e

fibronectina, essas proteinas sdo majoritariamente expressas por fibroblastos dermais.
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Figura 58. Andlise da expressdo de RNA das proteinas da MEC ap6s 48h da ativacdo do PPARP/S por 0,5 uM de
GW501615. Nivel de expressao relativa de RNA das proteinas da MEC coldgeno tipo I (COL1), colageno tipo III
(COL3), coldgeno tipo IV (COL4), fibronectina (FN), da protease MMP-9 (MMP9), e do PPARB/S (PPARD).
Simbolos representam a media de dois experimentos independentes realizados com duplicatas técnicas, barras:
SD. Os resultados foram analisados com 2way ANOVA seguido pelo teste Sidak de comparac¢do multipla.

A quantificacdo do RNA para proteinas da MEC em células HaCaT foi realizada
na tentativa de reproduzir o trabalho realizado por Ham e colaboradores (2009). Nesse trabalho,
foi relatado que em células primérias e imortalizadas de queratindcitos e fibroblastos humanos,
tratadas com 20 a 200 nM de GW501516 por 38h, houve um aumento nos niveis de RNA de
coldgeno tipo I e I1I, elastina, fibronectina e TGF-B1. Os resultados de Ham foram corroborados
por outro estudo do mesmo grupo de pesquisa que demonstrou que, nas mesmas condi¢des, a
ativa¢do de PPAR[/6 aumentou a expressdo de colageno tipo I e III, elastina, fibronectina, TGF-
B1 e TIMP3 em células de musculo liso vascular (vascular smooth muscle cells, VSMC) (KIM
et al., 2009). Ham e Kim também indicaram, por meio de experimentos de shPPARP/S, que o
coldgeno tipo III poderia ser um alvo direto do PPARPB/d nesses tipos celulares (HAM et al.,
2009; KIM et al., 2009). Este grupo também relatou que a ativagdo de PPARP/6 por 50 nM de
GW501516 por 38h restaurou os niveis de elastina e MMP-2 que foram, respectivamente,
reprimidos e super-expressos apds tratamento com luz ultravioleta-B em fibroblastos dérmicos
humanos (HDF) (HAM et al., 2014).

Adicionalmente, outro estudo demonstra que queratindcitos primdrios de
camundongos PPARP/6-KO possuem expressdo reduzida de MMP-9 em relacdo a células
selvagens, e que a expressao de MMP-9 aumentou quando ambas as células foram tratadas com
TNF-a somente ou com TNF-a e o agonistade PPARPB/6 L-165,041 (DI-POT et al., 2002). Neste
trabalho, a ativagdo de HaCaT por GW501516 ndo promoveu aumento na expressao de MMP-

9, sugerindo que o TNF-a tem um papel importante nessa regulacao.
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5.5 Analise de bancos de dados de expressao génica

Os processos de manutencao da barreira epitelial, cicatrizacdo de feridas e produgdo
de proteinas da MEC foram descritos na literatura como processos em desequilibrio em pele
envelhecida (BAUMANN, 2007; GILCHREST, 2013; GOSAIN; DIPIETRO, 2004;
JENKINS, 2002; MORIWAKI; TAKAHASHI, 2008; QUAN; FISHER, 2015). Como estes
processos mostraram-se influenciados por PPARP/S de alguma forma (DI-POT et al., 2004;
HAM et al., 2009, 2014, 2013; KIM et al., 2006; MICHALIK et al., 2001; SCHMUTH et al.,
2004; TAN et al., 2007; WANG et al., 2015), existe a hipétese de que o PPARP/6 pudesse estar
desregulado ou diferencialmente expresso no tecido envelhecido, alterando a homeostasia da
pele foi analisada. No entanto, apesar desses indicios, ndo foi encontrado nenhum relato na
literatura analisando experimentalmente o papel do PPARB/S em modelos de pele envelhecida
(por exemplo com animais idosos ou uso de pele de pélpebra humana removida em cirurgias
de blefaroplastia).

Com isso, neste trabalho, foi investigado se o fendtipo observado na pele
envelhecida é causado pela diminuicao da expressdo do mRNA do PPARP/S neste 6rgdo. Essa
andlise foi realizada em um conjunto de dados de microarrays publicos disponivel no banco de
dados Omnibus Gene Expression (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo). Também foi investigada
a ativacao de PPARP/6 em pele envelhecida, medindo-se os niveis de expressao dos seus genes
alvo (Plin2, Fabp4, Tgfbl, Pdk4) e coldgeno tipo III, um potencial gene alvo de PPARPB/S
(HAM et al., 2009; KIM et al., 2009) (Figura 59) .

Diante da diversidade dos conjuntos de dados experimentais em camundongos e de
coleta de bidpsias humanas, o conjunto de dados GSE35322 foi selecionado para andlise por
possuir um bom desenho experimental e um numero adequado de amostras. Nesse conjunto,
amostras de pele foram coletadas da cauda de camundongos CB6F1 jovens (8 semanas) e idosos
(30 meses). As informagdes referentes aos niveis de expressao de RNA de PPARP/S e de alguns
dos seus genes alvo (Plin2, Tgfbl, Pdk4, Fabp4) (Figura 59) foram selecionadas e nao foi
observado alteragdes no nivel de expressao de RNA do PPARP/6 e nem de seus genes alvo.
Isto indica que neste modelo experimental, as alteragdes fenotipicas de pele envelhecida
observadas nos animais nao eram relacionadas a expressdo de RNA de PPARP/9, pois esta ndo
se encontrou alterada nessas amostras. A ativagdo do PPARPB/d também foi considerada
inalterada em relacdo a amostras do grupo jovem e idoso dado que nao foram encontradas
alteracdes no nivel de expressdo do RNA dos genes alvo do receptor (Plin2, Tgfbl, Pdk4,
Fabp4).



131

) GSE35322: Ppard S GSE35322: Plin2
S S
An ~4+
< <
00000 S000e 0000  Sego0
%3_ Scoes  foges fogyt  fept %3
= =
2
g h
[} — . 21— . .
[} °
S & & O & > & & o &
O I B
5 & F o & x° &
& & & ¢ & & & ¢
@) GSE35322: Pdk4 @) GSE35322: Fabp4
S )
‘-/4. V4.
% 2sc0e  oogee  fUous®  segee %ﬂ
03- 03' ..o.. ° ..‘_.D._ P
[ ]
o =]
2 2]
= 5
g1 . . R, — : .
2 & & o -b@? 2 & & .b°e° -b°%rb
& O N > & T R N
N & NS g
&Q_C:Q ;{@'&6 ébo {6@ &b’& ;{2‘.@0 &{bo {@‘&
@0 GSE35322: Tgfbl @n GSE35322: Col3al
S 2
o) S’
v4. <4-
03. i R . 03-
o ®
0 IR
22 . =2
= =
e £ . .
(]
E .4@& _4“& 50%0 .50& Z _4@& _4"& .50% .50%0
g9 s & SRR O
S &z;b & é& 5° @b‘b S @&o
& & & & & & <

Figura 59. Andlise da expressdo génica de dados de um microarray disponivel publicamente (GSE35322) no
Omnibus Gene Expression (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo). Expressao relativa de PPARB/S (Ppard), de alguns
dos seus genes alvo (Plin2, Tgfbl, Pdk4, Fabp4) e de genes marcadores com expressdo diferencial em pele
envelhecida (coldgeno tipo III — Col3al), a partir de dados de microarray realizado com pele de cauda de
camundongo jovem (8 semanas) e idosos (30 meses), machos e fémeas, como indicado.

Algumas observagdes sobre os resultados obtidos sdo possiveis. Primeiro, os niveis
inalterados da expressdo de RNA de PPAR[/3 ndo significam que o nivel de proteina seja o
mesmo entre as amostras de pele jovem e envelhecida, pois os niveis de RNA e proteina de

PPARPB/6 nem sempre sdo correlacionados (dados ndo apresentados do grupo da Dra.
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Michalik). Para melhor caracterizacdo do PPAR/6 em pele envelhecida, seria interessante
quantificar também os niveis de proteina PPARB/6 em pele jovem e envelhecida.

Segundo, em alguns casos, o efeito de PPARPB/3 s6 € observado quando o sistema
¢ exposto a um desafio. Por exemplo, na pele normal de camundongos, o nivel de PPARP/o é
baixo, e sua expressdo s6 aumenta apds estimulos como depilacdo ou cicatrizagio de feridas.
Nestas condicdes estimuladas, € possivel observar também as diferencas de fenétipo entre os
animais de selvagem e PPARP/6-KO em processos de proliferacdo de queratindcitos e de
cicatrizagao de pele (DI-POI et al., 2002, 2003, MICHALIK et al., 2001, 2005).

Como nao foi possivel estabelecer uma relacdo direta e experimental sobre o papel
do PPARP/d e o envelhecimento de pele, consideramos que esta € uma érea interessante para
ser melhor investigada. Caso o PPARP/0 tenha sua expressao ou atividade desregulada em pele
envelhecida, hd a possibilidade do desenvolvimento de ligantes para este receptor que possam

atuar como farmacos anti-idade e dermocosméticos.

5.6 Conclusoes parciais

Em primeiro lugar, decidimos abordar os papéis da ativacdo e/ou inibicdo PPAR/d
na proliferacdo, diferenciacdo e migracdo de uma linhagem de queratindcitos imortalizados
humanos (HaCaT). Em ensaios de migracdo celular (scratch assay), o tratamento com o0s
agonistas de PPARB/6 GW0742, GW501516 e L-165,041 aumentou as taxas de fechamento da
ferida. Em ensaio de incorporacio de EdU, o tratamento com 5 uM de GW501516 e L-1,65041
diminiuiu a proliferacdo em cerca de 30%. Com o ensaio de diferenciagdo proposto ndo foi
porrivel observar efeitos dos ligantes de PPAR[/6 na expressao dos marcadores analisados. Os
protocolos de migracdo, proliferagdo e diferenciagdo de HaCaT podem ser incorporados ao
pipeline de triagem para caracteriza¢do de novos ligantes de PPARPB/3 quanto a seus efeitos em
células epidermais.

Em segundo lugar, decidimos investigar mais a fundo o efeito do PPARPB/S na
regulacdo da expressdo génica de proteinas da MEC. Em nossos experimentos, in vivo € in vitro,
a ablacdo e a ativacdo PPARP/J, respectivamente, ndo promoveu alteracdo na expressao do
RNA de algumas proteinas da MEC (colageno tipo I, III e IV, fibronectina) e também de
PPARB/S, MMP-1, MMP-9 e TGF-B1. Em relagdo ao envolvimento do PPARPB/3 com o
fenétipo de pele envelhecida, a andlise de dados de microarray disponiveis publicamentes nao
mostrou alteracdo nos niveis de expressdo de RNA de PPARPB/S, nem de seus genes alvo

comparando pele jovem e envelhecida de camundongos.
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CAPITULO VI: CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

6.1 Conclusao

O principal resultado deste trabalho foi o desenvolvimento de um racional de
triagem de agonistas de PPARP/d que, além da ativacdo do receptor, proporciona mais
informacdes sobre os ligantes selecionados e sua interacdo com o LBD do PPARB/3. O ensaio
de transativacdo celular de RNs realizado em nosso laboratério foi padronizado para um
formato semi-automatizado em microplacas de 96 pogos, com redugdo de 75% dos custos e
volumes dos reagentes de leitura do gene reporter, mantendo a qualidade do sinal obtido. O
racional de triagem foi complementado com dois ensaios biofisicos: TSA e fluorescéncia do
ANS, que permitiram verificar a interacdo dos hits selecionados com a estrutura terciaria do
receptor, em particular com o LBP, e calcular a constante de afinidade entre proteina-ligante,
permitindo a exclusdo de falso-positivos. O desenvolvimento desse conjunto de metodologias
para triagem de ligantes para o PPARP/S foi recentemente publicado no periédico PPAR
Research.

Essa metodologia de triagem foi utilizada para testar 1400 compostos/extratos
provenientes de colaboradores, da biblioteca Phytobios e da biblioteca NIH-NCC. Destes, 65
extratos/compostos foram selecionados na transativacao priméria, e 12 foram confirmados no
ensaio de transativacdo secunddrio. Os ensaios de caracterizagdo biofisica seguintes
selecionaram 2 extratos que aumentaram a estabilidade da estrutura tercidria do PPARB/9, o
Extrato 2 e Extrato 19, sendo que constante de dissociagdo aparente foi calculada para o Extrato
2. Em relagdo as amostras fracionadas do Extrato 2, das 24 fracdes testadas, a fracdo Extrato 2-
18 foi a tnica que promoveu ativacdo e estabilizacdo do receptor e permitiu o cdlculo da
constante de dissociagdo.

Em um ensaio de virtual screening (VS) baseado em estrutura, de uma biblioteca
de 3028 moléculas, 80 foram pré-selecionadas e, posteriormente, submetidas a metodologia in
vitro de triagem de ligantes do PPARB/6. No ensaio primdrio de transativa¢ao 23 moléculas da
biblioteca foram selecionadas, no entanto, nenhuma delas foi confirmada no ensaio secundario
de transativacdo, indicando que este protocolo de VS ainda precisa ser otimizado antes de ser
aplicado como etapa anterior aos ensaios in vitro para triagem de ligantes do PPARB/S.

Com relagdo aos processos de regeneracdo de pele, a ativagdo do PPARB/S pelos
agonistas GW0742, GW501516 e L-165,041 foi capaz de acelerar a migracao em scratch assay;
e a ativacdo por GW501516 e L-165,041 diminuiu a proliferacdo das células HaCaT. No
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processo de diferenciacdo in vitro, os ligantes GW0742 e L-165,041 ndo se mostraram capazes
de alterar a expressdo dos marcadores de diferenciacdo de queratindcitos analisados. Os
protocolos de proliferacdo, migracdo e diferenciacdo de queratindcitos HaCaT desenvolvidos
podem ser aplicados para caracterizagdo de novos ligantes de PPARB/S que possam ser
descobertos por intermédio da nossa metodologia de triagem.

Em relacdo ao papel da expressdo e da ativagdo do PPARB/S na producdo de
proteinas da MEC, os resultados demonstraram que tanto a ativacdo farmacoldgica, quanto a
deplecao de PPARB/6 (animais KO) ndo influenciaram a expressdo das proteinas coldgeno tipo
I, III e IV, fibronectina, MMP-1, e MMP-9 e TGFp-1. Com rela¢do ao papel do PPARB/d em
pele envelhecida, ndo foram encontradas diferencas na expressao de RNA entre animais jovens
e idosos para PPARB/S e seus genes alvo (Plin2, Tgfbl, Pdk4, Fabp4), indicando que, caso o
PPARB/S esteja envolvido no fenétipo envelhecido, ndo € devido a um desbalango na
quantidade de seu mRNA.

Em resumo, neste trabalho foi desenvolvido um conjunto de métodos para triagem
de novos ligantes de PPARB/6 composto por um ensaio semi-automatizado de transativagao
celular (primario e secunddrio), seguido por dois ensaios de caracterizacao biofisica (TSA e
supressdo da fluorescéncia do ANS) que avaliam a estabiliza¢do da estrutura terciaria do LBD
do PPARB/6 e permitem o cdlculo da constante de afinidade entre o receptor e o ligante.
Também foram desenvolvidos protocolos para posterior caracterizacdo desses novos ligantes
em processos de migragdo, diferenciacdo e proliferagdo de queratindcitos, com interesse na
identificacdo de ligantes que possam atuar no reparo de feridas de pele. Além do
desenvolvimento de protocolos, foram realizadas campanhas de triagem com trés bibliotecas e

diversos compostos isolados.

6.2 Perspectivas

Devido ao interesse na descoberta de novos ligantes para o alvo PPARB/S,
preferencialmente ligantes que atuem no processo de reparo de feridas de pele, uma das
perspectivas deste trabalho € a continuidade da aplicacdo do pipeline na triagem de novas
bibliotecas de moléculas ou extratos naturais.

Além disso, otimizagdo do processo de triagem deve ser continua, sempre buscando
novas técnicas que possam ser adicionadas ao conjunto de métodos, ou melhorias que possam
ser implementadas nos processos utilizados. Por exemplo, o virtual screening pode ser

realizado como uma etapa anterior a metodologia de triagem in vitro, desde que os parametros
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de docking sejam aperfeicoados (re-docking ou utilizando outros programas). Em relacdo ao
aperfeicoamento dos métodos ja presentes no pipeline, € oportuno buscar uma maior
automatizacdo do ensaio de transativagdo (por exemplo o plaqueamento robotizado das
células), ou desenvolver o ensaio em placas de 384 pogos sem prejuizo na leitura do sinal.
Também ¢ interessante a utilizacdo de estatisticas que melhor se apliquem ao ensaio de
transativacgdo celular, por exemplo o uso de strictly standardized mean difference (SSMD) que
se mostra mais adequado para ensaios celulares nos quais o controle positivo apresenta sinal
variavel e os hits possuem um sinal distante do controle positivo (ZHANG, 2007)

Com relag¢ao a modulagdo das proteinas da MEC por ativadores de PPAR[/5, outros
experimentos poderiam ser realizados. Para analisar a expressdo de MMPs por queratindcitos,
esses poderiam ser estimulados a migrar sobre uma matriz de coldgeno, para em seguida ser
quantificado os niveis de expressdo das MMPs de células tratadas ou nao com os agonistas.
Para caracterizar melhor a expressdao génica de protefnas estruturais da MEC, células de
fibroblastos dermais poderiam ser tratadas com os agonistas de PPARPB/d por diferentes
periodos de tempo para quantificacao via qPCR e western blotting da expressao de colagenos,
elastina e fibronectina. Uma terceira possibilidade é o uso de pele reconstituida, tratada ou nao
com ligantes de PPARPB/d, para quantificacdo por imuno-histoquimica e qPCR das proteinas
anteriormente mencionadas.

A atuacdo do PPARB/6 nos processos moleculares que ocorrem na pele evelhecida
ainda nao esta completamente elucidada. Como ndo foram encontrados relatos de experimentos
analisando diretamente o papel do receptor em pele envelhecida, seria oportuno a realizacdo de
experimentos que busquem esclarecer se hd diferencas na atividade ou na expressdo a nivel
proteico do PPARP/6 entre tecidos jovens e envelhecidos de pele. Para isso, propomos alguns
experimentos, por exemplo, um ensaio de cicatrizacdo de feridas comparando amostras de pele
de camundongos jovens (8 semanas) e idosos (30 meses), para verificar se hd diferenca na
capacidade de cicatrizac@o e nos niveis de expressao de PPARf/0, tanto de RNA quanto de
proteina. Além disso, também seria relevante analisar o processo de cicatrizacao de feridas em
animais jovens e idosos PPAR/6-KO, comparando com animais selvagens tanto o desempenho
deste processo, quanto os niveis de RNA e proteina de PPARP/S e de proteinas da MEC. Caso
seja observado alguma diferenca entre animais jovens e idosos, em algum dos aspectos
abordados, seria valido realizar um experimento de cicatriza¢cdo com ativagdo farmacoldgica
do PPARP/S, para avaliar um possivel efeito clinico do uso de ligantea de PPARP/6 na

cicatrizacdo de pele envelhecida.
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Buscando analisar o papel do PPARB/S em tecidos humanos, seria interessante
utilizar pele removida de cirurgia de blefaroplastia como fonte de tecido envelhecido. No
entanto, pode ser dificil abordar a migracdo e a diferenciacdo dos queratindcitos ou explorar a
ativacdo farmacéutica de PPAR[/6 nessas amostras, porque as células primarias envelhecidas
podem ser dificeis de cultivar in vitro para experimentos que requerem células em quantidade.
Por outro lado, é possivel utilizar o tecido da palpebra para medir os niveis de PPARP/S e
proteinas da MEC tanto de RNA quanto de proteina, e comparar esses niveis com os de tecido
do prepicio (pele jovem), por exemplo. Com estes experimentos, poder-se-ia verificar se os
niveis de PPARP/S em pele envelhecida estdo alterados, o que pode indicar a relevancia desse
receptor no desbalango das fun¢des de homeostasia encontradas na pele envelhecida. Caso isso
seja confirmado, esse receptor possui um potencial para ser modulado por meio de
dermocosméticos ou farmacos para restaurar a homeostasia e melhorar o fenétipo de pele

envelhecida.
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APENDICE A - Lista de peso molecular dos compostos cedidos pelo

Prof. Dr. Ricardo José Nunes

Peso da Peso
Composto| amostra | molecular Observacao
(mg) (g/mol)
Sulfonamidas (série Gli a)
2 5,2 340,42
2 5,2 391,46
2 5,2 358,41
2 6,3 354,44
2 5,4 466,66
2 7,3 374,86
7a 5,8 409,31
10a 5,6 414,54
13a 5,3 419,31
14a 6,5 370,44
15a 5,3 346,45
20a 6,5 549,62
Sulfoniluréias (série Gli ¢)
1c 8,0 475,60
2c 5,2 526,65
15¢ 71 481,63
Hidrazonas
F1 4,8 314,34
F2 7.1 393,24
F3 5,8 359,34
F8 5,6 364,40
F9 5,4 364,40
F29 4,4 365,36
G3 5,6 335,32
G6 5,4 259,22
G7 6,0 285,26
G21 5,7 274,11
G22 6,4 274,11
Oxadiazoéis (derivados das hidrazonas)
Y7 5,6 327,30
Y13 53 266,30
Y18 4,9 311,30
Z1 4,0 356,14
Z3 4,8 401,12
Z21 4,5 401,12
Chalconas
P4 10,1 297,27 Chemico-Biological Interecnons 171 {20408) 355-3482
P11 5,2 297,27 Chemice-Biological Interectons [71 (2008 355-362
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L5 5.1 297,27 Blochimia 81 (2000 1493-1498
L6 59 297,27 Blochimiz 91 (2009) 1423-1438
R7 5,5 303,32 Furopean Jowrmal of Medicinal Chemistry 45 (2010) 1332-1337
R8 5,7 303,32 Furapean Jourmal of Medicir 520100 13321337
C29 6,0 303,32 Burapaan owrmal of Medicin 5 (2010 1332-1337
C30 5,8 303,32 Burapean jouwrmal of Medicinal 5 (2010 1332-1337
A15 6,7 303,32 Evrapaan |owmal of Medicin 5 [2000) 1332-1337
A19 5,4 303,32 Europaan Jowrnal of Medicinal Chemistry 45 (2010] 1332-1337
L50 5,0 363,33
N7 5,2 305,29
R56 5,0 369,38
CHS8 5,7 329,31
R32 5,9 302,33
Tiazolidinonas
PDNV32 6,0 330,10
PDNV33 4.9 330,10
PDNV34 6,5 330,10
PDNV35 6,4 313,12
B27 4.7 288,07
NO02 5,6 304,04
NO3 5,2 295,08
NO04 5,8 300,09
NO05 5,1 300,09
N12 5,3 286,08
N15 5,1 286,08
N16 5,2 288,07
N20 6,8 295,08
N23 5,8 315,07
N24 5,0 315,07
N27 4.7 288,07
P74 4.7 304,04
P76 54 304,04
P77 6,8 315,07
P79 5,1 284,10
P80 55 300,09
P81 7,7 271,08
P92 4.7 271,08
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APENDICE B - Padronizacio do Experimento de TSA
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Temperatura (°C)

Figura 60. Intensidade do sinal de TSA variando-se as concentragdes de sonda e proteina. A condi¢do genérica
testada foi 4 M de proteina e 1X de sonda (linha rosa), e foram testadas as concentracdes de sonda SYPRO®
Orange (5X, 10X e 20X) e de proteina (5 uM, 10 uM e 20 uM).
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APENDICE C - Teste de ANS e de hPPARS LBD na proporg¢ao 1:1

~ ® GW0742
§30000-
$ 4
£25000- ﬁ\
2 4 J
220000-
£ ]
=
2150004
) ]
el
5100001
S ‘ )
g 5000 T T 1
57 01 1 10 100
= GW0742 (uM)

Figura 61. Curvas de supressdo da fluorescéncia do ANS em PPARB/S apos titulagdo de GWO0742. Foram
utilizados 10 uM hPPARS LBD e 10 uM de ANS. A concentracdo de GW0742 variou de 0,3 uM a 50 pM. K app

de 6,3 + 1,3 uM para GW0742.
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APENDICE D - Teste de concentracdes de sonda e hPPARS LBD para

experimento de supressao do ANS

0.25 uM PPARb/d x 5 uM ANS 1 0.5 uMPPARb/d x 5 uM ANS 2
.g 4000 m 4000
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Comprimento de onda (nm) - Comprimento de onda (nm)
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Figura 62. Teste de concentragido de sonda ANS e de proteina. A concentra¢ido de hPPARS LBD (PPARD/d) variou
de 0,25 a2 uM. A concentracdo de ANS variou de 5 a 20 uM. Apo6s incubagdo da sonda com a proteina por 1h a
4 °C, o agonista GW0742 foi adicionado nas concentracdes de 0,3 uM, 0,5 uM, 1 uM, 3 uM, 5 uM. DMSO foi
utilizado como veiculo (0). 1-4: Variacdo da concentracio de hPPARS LBD na presenca de 5 pM ANS; 5-8:
Varia¢do da concentragdo de hPPARS LBD na presenga de 10 uM ANS; 9-12: Variacdo da concentragido de
hPPARS LBD na presenga de 15 uM ANS; e 13-16: Variagcao da concentracdo de hPPARS LBD na presenca de

20 uM ANS.
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APENDICE E — Curvas de supressio do ANS para ligantes de hPPARS

LBD
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Figura 63. Supressdo da Fluorescéncia do ANS com os ligantes de hPPARS. O experimento foi realizado em
triplicata. O veiculo DMSO foi utilizado nas mesmas dilui¢cdes presente nas amostras com os agonistas: 0, 0,003%,
0,01%, 0,05%, 0,1%, 0,3%, 0,5%. Os agonistas comerciais B) GW0742, C) GW1516, D) L-165,041, E)
Bezafibrato foram titulados nas concentra¢des de 0,3uM, 0,5uM, 1uM, 3uM, 5uM, 10uM, 30uM, S0uM. O Extrato
2 (F) da Phytobios foi titulado nas concentrag¢des de 0, 0,003 mg/mL, 0,005 mg/mL, 0,01 mg/mL, 0,03 mg/mL,
0,05 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL.
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APENDICE F - Mapa das placas de triagem de compostos de

colaboradores

Tabela 6. Mapa da placa I de compostos dos colaboradores Dr. Reinaldo Pilli, Dr. Alessandro Nascimento e Dra.

Daniela Trivella.

Posicao | Poco | Amostra | Posicao | Poco | Amostra | Posicao | Poco | Amostra
no grafico no no
grafico grafico
1 H1 | Controle 31 C4 Y13 61 E10 N16
Negativo
2 H2 | Controle 32 C5 Y18 62 Ell N23
Negativo
3 H3 | Controle 33 C6 Z1 63 E12 N20
Negativo
4 Al la 34 Cc7 73 64 F1 N24
5 A2 2a 35 C8 721 65 F2 N27
6 A3 3a 36 9 P4 66 F3 P74
7 A4 4a 37 C10 P11 67 F4 P76
8 A5 Sa 38 Cl11 L5 68 F5 P77
9 A6 6a 39 C12 L6 69 F6 P79
10 A7 Ta 40 D1 R7 70 F7 P80
11 A8 10a 41 D2 R8 71 F8 P81
12 A9 13a 42 D3 C29 72 F9 P92
13 Al0 14a 43 D4 C30 73 F10 27AM
14 All 15a 44 D5 AlS 74 F11 AHX
15 Al2 20a 45 D6 Al19 75 F12 ACFOI
16 B1 lc 46 D7 L50 76 Gl LFNT122
17 B2 2¢ 47 D8 N7 77 G2 LFNT139
18 B3 15¢ 48 D9 R56 78 G3 LFENT74
19 B4 F1 49 D10 CHS 79 G4 LENT75
20 B5 F2 50 D11 R32 80 G5 ASNOO7
21 B6 F3 51 D12 | PDNV32 81 G6 ACl1
22 B7 F8 52 El | PDNV33 82 G7 AC2
23 B8 F9 53 E2 | PDNV34 83 G8 13AG
24 B9 F29 54 E3 | PDNV35 84 G9 14PPAR
25 B10 G3 55 E4 B27 85 GI10 GNT
26 B11 G6 56 ES NO2 86 Gl11 | GW501516
27 B12 G7 57 E6 NO3 87 G12 | L-165,041
28 Cl G21 58 E7 NO5 88 H4 Controle
Positivo
29 C2 G22 59 ES8 N12 89 H5 Controle
Positivo
30 C3 Y7 60 E9 NI15 90 H6 Controle
Positivo




Tabela 7. Mapa da placa II de triagem, compostos do colaborador Prof. Dr. Hélio Stefani.
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Posicaono | Poco Amostra Posicao no Poco Amostra
grafico grafico

1 Al | Controle Negativo 23 B6 AF-10

2 B12 | Controle Negativo 24 B7 AF-11

3 C1 | Controle Negativo 25 B8 AF-12

4 D12 | Controle Negativo 26 B9 AF-13

5 El | Controle Negativo 27 B10 AF-14

6 F12 | Controle Negativo 28 D10 AF-16

7 G1 | Controle Negativo 29 D11 Ber A6

8 H12 | Controle Negativo 30 E2 A

9 A2 GW1516 31 E3 B

10 A3 Bezafibrato 32 E4 C

11 A4 13AG 33 ES D

12 AS 14PPAR 34 E6 E

13 A6 GNT 35 E7 F

14 A7 AF-1 36 ES8 G

15 A8 AF-2 37 A12 | Controle Positivo
16 A9 AF-3 38 B1 | Controle Positivo
17 A10 AF-4 39 E12 | Controle Positivo
18 All AF-5 40 F1 | Controle Positivo
19 B2 AF-6 41 G12 | Controle Positivo
20 B3 AF-7 42 H1 | Controle Positivo
21 B4 AF-8 43
22 B5 AF-9

Tabela 8. Mapa da placa III de triagem, compostos do colaborador Prof. Dr. Jilio Pastre.

Posicaono | Poco Amostra Posicao no Poco Amostra
grafico grafico

1 Al | Controle Negativo 17 D10 AN3
2 B1 | Controle Negativo 18 c9 CF16
3 C1 | Controle Negativo 19 C10 CF5
4 D1 | Controle Negativo 20 Cl1 CF13
5 El | Controle Negativo 21 D11 ANS5
6 F1 | Controle Negativo 22 E2 AN6
7 G1 | Controle Negativo 23 E3 AN7
8 H1 | Controle Negativo 24 E4 ANI11
e D2 CF3 25 ES Controle Positivo
10 D3 CF20 26 E6 Controle Positivo
11 D4 CF21 27 E7 Controle Positivo
12 D5 CF22 28 E8 Controle Positivo
13 D6 CF23 29 E9 Controle Positivo
14 D7 CF24 30 E10 | Controle Positivo
15 D8 CF26 31 El1l1 | Controle Positivo
16 D9 ANI1
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APENDICE G - Avaliacio da Citotoxicidade das diferentes

concentracoes estoque da biblioteca Phytobios

Tabela 9. Avaliacao da Citotoxicidade das diferentes concentracdes estoque da biblioteca Phytobios. Foi testado
o quadrante Q1 da placa Pla da Phytobios nas concentracdes de 10 mg/mL, 1 mg/mL e 0,1 mg/mL. A media do
Valor de Renilla para ambos os controles positivo e negativo foi considerada 100%. Os valores individuais de
Renilla foram comparadas em relagdo ao controle 100%. Condi¢des com valor de Renilla inferior a 60% do valor
de Renilla dos controles foram consideradas com citotoxicidade aparente e estdo destacadas com o texto em
vermelho. A biblioteca de 10 mg/mL apresentou citotoxicidade em 53% das condicdes. A biblioteca de 1 mg/mL
apresentou citotoxicidade em 3 condicdes (3,75%). A biblioteca de 1 mg/mL ndo apresentou citotoxicidade
aparente para nenhuma das condi¢des.

Amostra 10mg/mL Img/mL 0,1mg/mL
P 3 :§ 2 s P(;)rcentagem 23 Porcentagem <3 Porcentagem
S 3 3 55 0 v?lor de 53 do v?lor de 53 do V?lor de
NS 8 g = & Renilla dos = :2 Renilla dos = & Renilla dos
Q > controles (%) > controles (%) > controles (%)
- - Media dos controles | 2340188 100 2632688 100 2588813 100
A 1 Controle Negativo | 3119000 167 3333000 138,5 3514000 148,2
B 1 Controle Negativo | 2856000 152,9 3138000 130,4 3290000 138,8
C 1 Controle Negativo | 3430000 183,7 2971000 123,5 3296000 139
D 1 Controle Negativo | 2696000 144.4 2774000 115,3 2710000 114,3
E 1 Controle Negativo | 3333000 178,5 2888000 120 2754000 116,2
F 1  Controle Negativo | 2618000 140,2 2802000 116,4 2535000 106,9
G 1 Controle Negativo | 2892000 154,8 2581000 107,3 2549000 107,5
H 1 Controle Negativo | 1559000 83,5 2387000 99,2 1807000 76,2
A 12 Controle Positivo | 2078000 111,3 2853000 118,6 2699000 113,8
B 12  Controle Positivo | 1941000 103,9 2756000 114,6 2664000 112,4
C 12  Controle Positivo | 1506000 80,7 2372000 98,6 2424000 102,3
D 12  Controle Positivo | 2205000 118,1 2577000 107,1 2426000 102,3
E 12  Controle Positivo | 1779000 95,2 2223000 92,4 2378000 100,3
F 12 Controle Positivo | 1808000 96,8 2253000 93,7 2380000 100,4
G 12  Controle Positivo | 1992000 106,7 2107000 87,6 2027000 85,5
H 12  Controle Positivo | 1631000 87,3 2108000 87,6 1968000 83
A 2 Amostra X1 2040000 109,2 2940000 122,2 3001000 126,6
A 3 Amostra X2 372374 19,9 2977000 123,7 2856000 120,5
A 4 Amostra X3 2169000 116,1 3495000 145,3 2978000 125,6
A 5 Amostra X4 9983 0,5 2618000 108,8 3101000 130,8
A 6 Amostra X5 3453000 184,9 2961000 123,1 2940000 124
A 7 Amostra X6 1625000 87 3501000 145,5 3155000 133,1
A 8 Amostra X7 669901 35,9 3189000 132,5 2819000 118,9
A 9 Amostra X8 1460000 78,2 3793000 157,6 2560000 108
A 10 Amostra X9 20746 1,1 3159000 131,3 2734000 115,3
A 11 Amostra X10 1037000 55,5 2958000 122,9 2594000 109,4
B 2 Amostra X11 1670000 89,4 2750000 114,3 2716000 114,6
B 3 Amostra X12 464367 24.9 2859000 118,8 3130000 132
B 4 Amostra X13 4243000 227,2 3530000 146,7 2983000 125,8
B 5 Amostra X14 129070 6,9 3059000 127,1 2834000 119,5
B 6 Amostra X15 3528000 188,9 2811000 116,8 2934000 123.8
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APENDICE H - Resultados individuais das placas de triagem
biblioteca Phytobios
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Figura 64. Triagem priméria de extratos da biblioteca Phytobios. ¢ Controle negativo (1% DMSO), ¢ controle
positivo (1 uM GW0742), A extratos (0.01 mg/mL). 1-8: triagem dos extratos expressa como razao firefly/Renilla
de cada composto/controle para cada placa de triagem, como indicado.



APENDICE I - Triagem Biblioteca NIH-NCC

Tabela 10. Candidatos a hits selecionados na triagem primaria da biblioteca NIH-NCC

ID
Cédigo | # placa Poco | ID Amostra PUBCHEM
1 NGP-104-01 | A0S Sulfato de Salbutamol 9884233
2 NGP-104-01 | BOS Hidrocloride de Vesamicol 6603219
3 NGP-104-01 | CO7 Cinanserin 23581800
4 NGP-104-01 | FO4 “Benzenoacetonitrila, alpha-[3-[[2-(3,4- 23581799
dimethoxyphenyl)ethyl]methylamino]propyl]-
3,4-dimethoxy-alpha-(1-methylethyl)-, (r)- [cas]”
5 NGP-104-01 | FO7 Hidrocloride de Trazodone 62935
6 NGP-104-01 | F11 Epigallocatechin Gallate (EGCG) 65064
7 NGP-104-01 | GO2 Hidrocloride de Pilocarpina 5909
8 NGP-104-01 | GO3 “Acido Benzeno acético, 2-[(2,6- 5018304
dichlorophenyl)amino]-, monosodium salt [cas]”
9 NGP-104-01 | G0O4 Deprenalin 26758
10 | NGP-104-01 | GO5 Mesoridazine 36207
11 NGP-104-01 | G10 “Acido L-Glutamico, n-[4-[[(2,4-diamino-6- 165528
pteridinyl)methyl]Jmethylamino]benzoyl]- [cas]”
12 NGP-104-01 | HO3 Progesterona 5994
13 NGP-104-01 | HO4 Capsaicina 1548942
14 NGP-104-01 | HOS | “3(2h)-pyridazinone6-[4-(difluoromethoxy)-3- 5723
methoxyphenyl]- [cas]”
15 NGP-104-01 | HO7 Hidrocloride de Urapidil 167980
16 | NGP-104-01 | HO9 Piribedil 23581808
17 NGP-104-06 | FO3 Mifepristona 55245
18 NGP 201-03 | GO7 Cloranfenicol 298
19 NGP 201-04 | C06 Felodipina 3333
20 NGP 201-04 | D03 Meloxicam 5388987
21 NGP 201-04 | EO3 Hidroclorideo de Doxorubicina 3085107
22 NGP 201-04 | GO2 Hidroclorideo de Naltrexona 5485201
23 NGP 201-04 | HO3 Gatifloxacino 5379
24 NGP 201-04 | HO4 Tiotixeno 6444849
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APENDICE J - Ativacao do PPARP/0 durante ensaios funcionais

(proliferacao e migracao).
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Figura 65. Avaliag¢do da ativagdo do PPARP/S por seus ligantes para o ensaio de prolifera¢do de HaCaT. Para
confirmar se o efeito observado na proliferacdo das células era devido aos ligantes de PPARB/S, o mesmo
tratamento do ensaio de proliferacao foi aplicado em células HaCaT cultivadas em placa de 6 pogos. Dados de um
experimento realizado com duplicatas técnicas. Erro: SD.
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Figura 66. Avaliagdo da ativagdo do PPARP/S por seus ligantes para o ensaio de migragdo de HaCaT. Para
confirmar se o efeito observado na migragdo das células era devido aos ligantes de PPARB/S, o0 mesmo tratamento
do ensaio de migracdo foi aplicado em células HaCaT cultivadas em placa de 6 pocos. Dados de quatro
experimentos independentes. Simbolos: média de um ensaio independente realizado com duas replicatas técnicas,
Erro; SD.
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APENDICE K - Artigo publicado sobre o desenvolvimento da

metodolodia de triagem de agonistas de PPARP/6
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Peroxisome profiferator-activated receptor beta/del {PPA RS} & considered 2 therapeutic targel for metabolic disopders, cances,
and candivmsculer diseares Here, we developed one pipeline for the screening of PPARSSE agoaists, which recuces the cost, time,
and fabe-positive hits. The Bt step i an optimized 3-day laog cellular transactivation asszy based on reparter-gene techoobogy;
which is supported by automated liquid-handlers. This primary screening is inllowed by a confirmatory trenssctivation assay and by
two hiophysical validation methods (thermal shift assay (FRA ) and (ANS) fuorescence quenching). which allow the caloubition of
the affinity consant. giving more information asbout the selected hite. All of the assays were validsted asing well-known commerdial
agonists providing trustwortky data: Parthermaore, 1o validste and test this pipeline, we screened 2 atoral extract lthery (560
extracts), znd we fnund one plant extract that might be interesting for PEAREMS meodulstion. In conclusion, our resalts suggestsd
that we developed a cheaper and maore robust pipeline that goes beyond the single acttvation screcoing, as it 2lso evaluates PR RIS
tertiary structure stabdlization and the ligand affimity constant, selecting only molecules that directly bind to the receptor. Moreoves,
this approach might improve the sectiveness of the screening fnc agonists that target FPARES for drug development.

1. Introduction

Peroxisome  proliferator-activaled  receplor  bela/delta
(PPARRIS) is a bipid-activated transcrption faclor, which 1=
o member of the nuclear receptors (WH) superfamily that
regulates the activation or sllencing of several farget genes.
PPARENE iz ubiguitously expressed in humans, afthoogh it
s mainly found in the skin, placenta, brain, lver, kidneys,
spleen, fat skeletal musde, and digestive tube [1-3].

PPARESS &= imvolved in some metabolic pathways such
as energy melabolism, homeostasis, adipogenesis, and lipid
metabofism [4-6]. Several studies have supgested that
PPARE/S maodulation by agonists repulates food intake, body
weight, insulin sensitivity, adiposity, and body mass |5 7]
It has alse been associated with diverse physiopathalogical

processes, such as mAammaton, obestty, dyslhipidemmia, dia-
betes, cancer, and cardiovascnlar diseases [6, 8-10]. PPARRE
also has described extra-metabolic mles including neuropro-
tective effects against brain diseases, such as muliple scle-
rosis, strokes, Aleheimer’s disease, and Parkinsont disease,
and acts in cdl differentiation and profiferation, immuone
regulation, mxidative stress, and skin biology [2, 3, 111

The diversity in PPARS/S function has been related toits
ahility to accommodate and bind different ligands in itsligand
hinding domain (LED}, with 8 wide range of natural and
synthetic ligands. Among the natural gands, there are fatty
acids, prostaglandins, and lenkotrienes [12, 15]. Several high
affinity and subbype-specific PPARG/S agonists have been
developed and snbmitied for dinical trials for the trealment
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triagem de ligantes para o PPARy
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Screening for PPAR Non-Agonist
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cdk5-Mediated Phosphorylation
Inhibition Properties
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Peroizome: profiferator-activated recepior gamma (FPARYy) = & member of & nuclear
mceptor superfamily and acts as a ligand-dependent frenscription factor, playing key
rodes in maintenzanca of adipose tissue and in regulation of glucose and fipid homao-
stasss. This receptor is the target of thiazolidinediones, a class of anfidiabetic drugs,
which improve insulin sansitization and regulsie ghycomia in type 2 diabetos. Daspite
ihe boneficial effects of drugs, such as resigitarons and picgitazona, thair use B asso-
ciated with sovaral side effects, inciuding weight gain, heart fallure, and iver diseass,
sinca these dugs nduce full actvaton of tha recaptor. By conirast, a promising acti-
vation-indepandant mechanism that imeohias the inhibition of cycin-dependant kKinaso
b (COKE)-medisted PPARy phosphonylation has been related to the insulin-sensitizing
affects nduced by these drugs. Thus, we aimed to dentity novel PRARy ligands that
oo not possess agonist properties by conducting a mini-irial with 80 compounds using
iha sequential steps of thermal shift assay, B-aniino-1-naphithalenesufionic acid fluores-
cence quanching, and a cell-basad transactivation assay. We ideniified hwo non-agonist
PPARy ligands, AM-879 and P11, and one partial-agonist, H32. Using flucrescanca
anisotropy, we show that AM-878 does not dissociate the MCOR conapressor i vilro,
and it has only a small affect on TRAP coactivator recruitrmant. In calis, AM-B75 could not
induce adipocyta differantistion or positively regulate the expression of genes associated
with adipogenesis. In addition, AM-B87S inhibited COKS-mediated phosphorylation of
PPARy in vitro. Taken together, thesa findings supporiad an interaction batween AM-8759
and PPARy; this interaction was Idantified by the anaysis of the crystal structurs of the
PPARy :AM-878 complex and evidenced by AM-879's mechanism of aclion as a puiative
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Abstract. Muclesr receplors (MRs) comprise a superfamily of proteins modolated by ligands thet egulel the expression of tarpet
genes. These proteins share 2 mulfidomeain structumne. harboring en M-terminal domein, a highly conserved DA binding domsin,
&nd a ligend bindimg domaim which hes lipand depende ot activation funclion, They play key mbes in development. metebolismm,
end plysiology being closely mizied o diseess s, Most of the inowledps abouot this superfamiby emerpges from investigations on new
ligands and am mostly centered nthe ligand binding domein. However, mone imestigation focosing on interactions between DMNA
+nd DNA binding domein is necessary o shed lighl on important moles of MEs" perticipation in transcriplione] mechankms and
in specific gene= nebwork. Here, our goal is o discoss some noences of MRs-DMA memction, describing deteils of the most osed
technigques in this sur of study, sach a5 gel shift (EMSA ), DNA ootprinting, mporter pene assay, ChiP-5ag, 3C, and fuorescenca
enisotropy. Addifionally, we aim o provide tools; pesenting advantapes and dissdvantapes of these common methods, when
choosing the most suiteble one b study NEs-DMNA interactions (o answer specific gueslions.

Keywords: nuclear recepiors, DNA binding domein, protein-DNA miemction, ChiP-seq, DMA footprinting, EM5A, fuoescence
nisctropry

1. Introduction

Muclear receptors (MEs) ere members of & superfamily of
trenscription fuctors modulsted by ligends, which reguloie
the expression of terget senes end, therefore, pley key roles
in development, metehalism, physiclogy, end disease [1-3].
The activity of the majority of NRs is indeced by ligonds
or smell lipophilic molecukes such as steroids, hormones,

vitemins, and futty scids. However, this family also possesses
the orphan nuclear receptors, for which once ligends remein
unknown or could not exist, presenting unknown activity end
suggesting thet MR ectivity cen elso be regulated by other
processes (2,4, 5]

Truditionally. NEs oot 2= homo- or heterodimers and
shere the seme mechanism of action. In e clessical view,
unliganded WEs mey be located in the cytoplasm. bowund to
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Charges &t condiions
- 1. 18 animaux supplémentaires sont accordes pour 'etude pilote. Un rapport avec conclusions sera envoye au
SCAV.

2. La score sheet révisée est a utiliser (of annexe)

3. Utlisation du gel cculaire Viscotears

Dérogabions nelaives au personmesd, & la formaidion continess, & la détendon danmaus, =

Animaux autorisds

Espérce Kombre danieaen demancdds Mombre daniaen auiorisés

Mice / Souris 240 25‘8

Degré de gravibs prospect ramial: 2
Emoiuments

Decoription Hombre nité Prix

Renouvellement DG 1,2 et 3 1 CHF 5000

Total 500.0

Charges relatives aur rapports =t 4 des modMcaiions de la dermande

2.1 LE directeur de Mexpenmantabon animake Soft cOMMUNIUET 3U Senvice 0 |3 CONSOMMEton St des amainss vetennaires, n ublisant le systeme
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3) | fin d'une expénence ou dune sére Cexpérientes: dans ks daux mols qul sulvent |3 citlure des avauy

) les Informations concemant les expériences efizctuéss ors de Fannée scoulés 5 5'aglt dexpéniancas 5'etendant sur puskUrs annéss; avant in
Teier,

3.2 Avant toute modMcation ge Mexpenence seion Indications du formulaire A etch. 1 a 4 de cette autonsation/dacision (ielle gue modification de 13
methode et durée de Mexpénience, uillsation @aulres espces animales, augmeniation du nombre des animaux, changement du responsakie de
Mnstiut ou ou [aboratoire), I B demander une aulorsation.
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Fage 3.



170

ANEXO B - Declaracao de que a dissertacao ou tese nao infringe
os dispositivos da lei n° 9610/98, nem o direito autoral de qualquer
editora

Declaragso

As copias de artigos: de mihha dutoria ou de minha co-autoria, j& publicados ou
submetidas para publicacdo em revistas clentificas ou enais de congressos sujeitos:a
‘arbitragem, que consfam da minha Dissertaglio/Tese de Mestrado/Doutorado, intituiada
Avaliagéo do comportamento do PPAR betaldelta em processos de regeneragéo de.
pele e sua modulagao por ligantes; n&e infringem os dispositivos: da Lei n* 9.610/98,
fiem o'dirgito autoral de qualquer-editora,

Campinas; 27/08/2018

Nome daia) a) Mathits Bernardi Videira
RG n.” 858552685




