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Resumo

Os Receptores Ativados por Proliferadores Peroxissomais (PPAR) sdo conhecidos
como fatores de transcrigdo que regulam a expressao de genes envolvidos em importantes
processos fisiologicos como o metabolismo lipidico, homeostase da glicose e atividades
inflamatorias. Com isso, o desenvolvimento de ligantes que atuem de forma agonista
nesses receptores aponta como um promissor alvo de estudos para o tratamento de
desordens como o Diabetes mellitus, dispilidemia e arteriosclerose.

Atualmente, no mercado farmacéutico, o uso das tiazolidinadionas (TZD) - ligantes
sintéticos do PPARY- é bem difundido na pratica clinica. Esta classe de farmacos promove
sensibilidade a insulina e melhora no Diabetes mellitus tipo 2, embora apresente limitagcdes
terapéuticas e efeitos indesejaveis. Os flavondides, mais especificamente as chalconas,
também sido objeto de grande interesse devido as suas diversas propriedades
farmacoldgicas. Neste estudo, uma série de chalconas sintéticas foi testada para avaliar a
possivel atividade agonista para PPAR.

Por meio de ensaio de transfecgao transitoria em cultura de células U937 e ensaios
de gene-reporter, os resultados obtidos mostraram que CF1 (desidroxichalcona) e CF3 (4’-
metoxichalcona) apresentaram um aumento na transcricdo mediada por PPARYy, além de
um efeito sinérgico na presencga de troglitazona - ligante sintético de PPARy da familia das
TZD. O mesmo ensaio foi feito com as outras isoformas do PPAR (a e ©), ndo sendo
obtido o mesmo resultado para a atividade agonista, entretanto, apresentaram efeito
sinérgico na presenca do ligante sintético bezafibrato. Nado houve atividade agonista das
chalconas CF1 e CF3 nos receptores de estrogénio (Era e ER[}), do horménio tireoidiano
TRp e do acido cis-9-retindico (RXR), o que sugere uma atividade agonista seletiva destas
chalconas em PPARY. A atividade agonista da CF1 também foi comprovada in vitro por
meio de ensaio de GST pull down, em que foi observado que a CF1 proporcionou
interacdo entre PPARY e o co-ativador SRC1, o que corrobora com os resultados de

transfeccao.

Os resultados obtidos nesta dissertagdo mostram chalconas como agonistas
promissores para PPAR, e contribuem para futuras pesquisas do desenvolvimento de
moléculas agonistas de PPAR para o tratamento de doengas crénicas como o Diabetes

melittus e a dispilidemia. Palavras-chave: chalconas,PPAR, Diabetes melittus, TZD



Abstract

Peroxisome proliferators-activated receptors (PPAR) are genes regulators of
important physiological processes, such as glucose homeostasis and inflammatory
processes. Therefore, the development of ligants which behave as agonist for PPAR, have
special interest in the research of the treatment of ilinesses such as diabetes mellitus,
dislypidemia and arteriosclerosis.

Presently, the usage of troglitazone a synthetic ligant for PPAR-y from
thiazolidinediones (TZD) family is well known in the pharmacological marketplace. This
type of drugs causes a sensibility to insulin and the improvement in treatment of diabetes
mellitus 2. Despite some therapeutic limitations and some non desirable side effects as
well. The flavonoids, more specifically chalcones, are also subject of interest due to their
many pharmacological proprieties.

The present thesis aims at the research of some kind chalcones, from the
Helianthus annuus species, so that to evaluate their performances as possible PPAR
agonists. Transfection assay in U937 cell were performed using expression vectors PPARy
—a and -0 and the PPARE-tk-luc reporter, it has been observed that as CF1 (Chalcone) as
CF3 (4 metoxichalcone) presented an increase in the activation of PPAR- y, besides the
synergetic effect related to receptor activator by troglitazone. The same experiment was
done with others subtypes PPARa and PPARS. However, the final result was not same.
Equally, there was not an increase of the transcription when other receptors such as ERaq,
ERB,TRB and gal-RXR were used, which demonstrates that CF1 and CF3 actually are
selective agonists of PPAR- y . The agonist activity of CF1 has also been proven in vitro by
means of GST pull down assays, where it was observed that CF1 induced coativactor
SRC1 recruitment and transactivation of PPAR- y, which works accordingly with the
transfection assays.

The results of this study demonstrate that chalcones are agonists for PPAR- y. In
short, we hope that the results of the present work shall give a contribution to further
researches in the usage of agonist molecules in PPAR in the treatment of chronic diseases
such as diabetes mellitus and dislypidemia.

Keywords:chalcone,PPAR,Diabetes,thiazolidinediones



LISTA DE ABREVIATURAS E ACRONIMOS

9-cis Acido cis-9-retindico

ACC Acetil CoA carboxilase

AF-1 Funcéao de ativacao 1

aP2 Proteina de ligagéo a acidos graxos
AR Receptor de androgénio

ATP Adenosina-trifosfato

BEZA Bezafibrato

Cmv Citomegalovirus

CTE Extensao carboxi-terminal

DBD Dominio de ligacdo ao DNA

DM1 Diabetes mellitus 1

DM2 Diabetes mellitus 2

DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido desoxirribonucléico

DR Repeticao direta

E> Estradiol

ER Receptor de estrogénio

ECso Concentragao necessaria para se obter metade da resposta maxima
FFA Acidos graxos livres

FXR Receptor de farnesdides

GLUT Transportador para glicose

GR Receptor de glicocorticoide

GST Glutationa-S-Transferase

GST-SRC1 Proteina de fus&o entre GST e SRC1
HDL Lipoproteina de alta densidade

HRE Elemento responsivo

IGFR Fator de crescimento semelhante a insulina
IL-6 Interleucina-6

IR Receptor de insulina

IRS Substrato do receptor da insulina



LBD Dominio de ligagao ao ligante

LDL Lipoproteina de baixa densidade

Luc Luciferase

MR Receptor de mineralocorticéide

NHo-t Regido amino-terminal

PBS Tampao fosfato salino

pGEX Vetor para expressao de proteina de fusdo com GST
PPAR Receptor ativado por proliferador peroxissomal
PPRE Elemento responsivo ao PPAR

PR receptor de progesterona

PXR Receptor de pregnanos

RAR Receptor de acido retindico

RN Receptor nuclear

RNA Acido ribonucléico

RXR Receptor do acido cis-9-retindico

SDS Dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida

SMRT Co-repressor de receptores nucleares

SRC-1 Co-ativador de receptores nucleares

SREBP ou ADD1 sterol regulatory elemen-binding proteins

SUR Receptor de sulfoniluréias

TGF-B Fator de crescimento transformador-f3
TRO Troglitazona

TZD Tiazolidinadionas

Tk Timidina quinase

TNF-a Fator de necrose tumoral- a

U937 Células pro-monociticas humanas

VDR Receptor da vitamina D
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1 INTRODUGAO

1.1 - Receptores Nucleares

Receptores nucleares (RN) sdo proteinas que agem pela regulagcdo da transcricao
de genes-alvo, mediando os efeitos dos hormdnios nas células. Atuam como fatores de
transcricdo com as seguintes caracteristicas: respondem a uma grande variedade de
reguladores hormonais ou sinais metabdlicos de maneira direta, ou seja, por meio da
associacgao fisica com os mesmos; integram varias vias de sinalizacdo podendo ser, eles
proprios, alvos de modificagdo pds-traducional; e regulam a atividade de outras cascatas
de sinalizagdo (normalmente referidas como transdugéo de sinal) (HODGKIN, 1999). Sao
essenciais para o desenvolvimento embrionario, para a manutencao da diferenciagao de
fendtipos celulares, metabolismo e morte celular. A disfungado na sinalizagdo dos RN pode
levar a doencgas proliferativas, reprodutivas e metabdlicas como o cancer, infertilidade,
obesidade e diabetes mellitus (GRONEMEYER, 2004).

A superfamilia dos RN compreende 49 genes que codificam 75 proteinas diferentes
(BOOKOUT, 2006) que tém a fungcdo de regular a transcrigdo de genes no interior do
nucleo celular. A identificacdo de receptores em insetos (KOELLE, 1991) como sendo
membros da superfamilia sugere uma origem comum destes receptores e claramente
demonstra que sua evolugdo antecede a divergéncia de vertebrados e invertebrados
(ESCRIVA, 1997; GERMAIN, 2006).

A analise do genoma humano levou a constatagdo de que muitos genes que
codificam os RN geraram mais de uma isoforma (MANGELSDORF, D. J., 1995b).
Baseando-se nas propriedades de ligagao ao ligante, os RN podem ser divididos em trés
classes: (Figura 1) (FEIGE, 2007).

a) Receptores classicos: ligam-se com alta afinidade a moléculas como o
glicocorticéide, hormdnio tireoideano, acido retindico, estrogénio, entre outras. Sdo pegas-
chave na regulacdo da homeostase enddcrina e a sua ativagao esta ligada a diversos

fatores metabodlicos;
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b) Receptores nucleares sensores de metabdlitos: esta classe inclui receptores que
se ligam a uma gama de ligantes, mas com baixa afinidade. Esta ligacdo é feita com
importantes moléculas que muitas vezes sido substratos ou o produto final de vias

metabodlicas como acidos graxos, eicosandides e oxiesterais;

c) Receptores 6rfaos: possuem a caracteristica estrutural dos RN, contudo os seus
ligantes ainda ndo foram identificados. Com isso, a fungédo de muitos receptores o6rfaos
permanece desconhecida (KLIEWER, 1997).

Receptores Receptores Receptores
Classicos “Sensores” Orfaos

PPARG,B,Y
HNF-4
LXRa,B
PXR
Era,B CAR
VDR

TRa,B RXRa,B,y
RARa,B,y

Figura 1: Familia dos receptores nucleares.
Divisdo em trés categorias: receptores classicos, receptores sensores e receptores orfaos.

Pode ser destacada a fungdo de alguns receptores como, por exemplo, o0s
receptores do estrogénio (ER), progesterona (PR) e androgénio (AR), os quais sao
importantes na reprodugédo; receptores do glicocorticéide (GR) relacionados ao
metabolismo da glicose e estresse; receptores do horménio tireoideano (TR) ligados ao

metabolismo oxidativo; e os receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPARS)
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que exercem fungcado chave no metabolismo lipidico e energético (MANGELSDOREF, D. J.,
1995b).

A estrutura dos RN €& modular apresentando regides ou dominios distintos
(RIBEIRO, R. C., 1998) (Figura 2). Os trés modulos principais s&o:

i) Regidao amino-terminal (NH»-t), extremamente variavel entre os membros da
superfamilia, tanto no tamanho quanto na sequéncia de aminoacidos. Este dominio
contém uma fungcdo de ativagdo transcricional independente do ligante, denominada
funcdo de ativagdo 1 (AF-1) (RIBEIRO, R. C., 1995; WARNMARK, 2003), que ¢é distinta
para cada receptor, além de ser responsavel pelo reconhecimento de co-ativadores e
outros fatores de transcricdo (LEE, 1999);

ii) Dominio de ligagdo ao DNA (DBD) moédulo mais bem conservado entre todos os
receptores nucleares e tem como fungao principal a ligagdo ao DNA. Este dominio situa-se
na porcao central dos receptores e € composto por duas estruturas conhecidas por zinc
fingers (dedos de zinco), onde quatro residuos de cisteina de cada dedo formam
complexos coordenados por ions de zinco, formando duas estruturas independentes em
forma de alca, seguidas por uma extensdo carboxi-terminal (CTE) (MANGELSDOREF, D. J.,
1995b; KHORASANIZADEH, 2001). A integridade de cada dedo de zinco € critica, pois
delegdes ou substituicbes das unidades cisteinas comprometem a ligagao do receptor ao
DNA e, consequentemente, sua atividade transcricional (YEN, 1995). Os dois dedos de
zinco sao separados por uma sequéncia de 15 a 17 aminoacidos. Trés aminoacidos na
base do primeiro dedo, regido chamada P-box, sdo responsaveis pelo reconhecimento
especifico do elemento responsivo ao horménio (HRE) (UMESONO, 1989; ZILLIACUS,
1994; LAUDET, 1997; ROBINSON-RECHAVI, 2003) ao passo que uma sequéncia de
cinco aminoacidos, entre a primeira e a segunda cisteina na base do segundo dedo,
também chamada de D-box, € importante para a dimerizagdo do receptor. Os termos
P-box e D-box estdo relacionados com a posicdo proximal e distal destas regides,
funcionalmente distintas, em relagdo ao dominio amino-terminal do receptor (GLASS,
1994);

iii) Dominio de ligagdo ao ligante (LBD), menos conservado que o DBD reflete a
variedade de ligantes que atuam nestes receptores. Este dominio localiza-se na regiao
carboxi-terminal e participa na dimerizagado do receptor, localizagdo nuclear, dissociagao

das proteinas de choque térmico (HSPs) e interagcdo com proteinas co-repressoras
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(HORLEIN, 1995; MCKENNA, NEIL. J., 1999) e co-ativadoras (GLASS, 1994; HEERY,
1997; FENG, 1998) que atuam na repressédo ou ativagdo da transcricdo (GLASS, 1994;
RIBEIRO, R. C., 1995; BOURGUET, 2000; WU, 2001b; MCKENNA, N. J., 2002).A ligagao
do hormbnio a este dominio resulta em mudancas conformacionais nos receptores e
influencia a sua associacao a proteinas com propriedades na regulacdo da transcricao
(WU, 2001b; NAGY, 2004).

Além dessas fungdes, o LBD compreende também uma fungdo de ativacao
transcricional 2, chamada de AF-2, que é dependente da presenga do ligante e interage
com proteinas auxiliares para se comunicar com o complexo de transcricao (LUISI, 1995;
WU, 2001a). Entre os dominios LBD e DBD ha uma regido denominada hinge, que é
pouco conservada e esta associada com a localizacdo nuclear dos receptores e
associacdo com co-repressores. O dominio LBD nos PPARs encontra-se em um tamanho
maior comparado a outros receptores (BROWN, J. D., 2007), oferecendo maiores vias
para dimerizagdo, assim como a interagdo com proteinas co-reguladoras, o que €
extremamente importante para a modulagao deste receptor (GELMAN, 2007). Nos PPARSs,

estes dominios permitem que ajam como sensores de lipidios e xenobidticos

Ligagao ao DNA
Dimerizacao

Transativacgao Dobradiga: Ligagao do ligante
independente do rotagao do Dimerizagao
hormonio DBD em Transativacao
relacao ao
LBD

Figura 2: Estrutura linear representando os dominios funcionais dos receptores nucleares e suas
fungdes: dominio amino-terminal (NH2-t), dominio de ligagdo ao DNA (DBD), dobradica (Hinge) e dominio de

ligacéo ao ligante (LBD). Fonte: (BARRA, 2004)
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1.1.2 - Mecanismo de acao

A sinalizacao celular entre os receptores nucleares ocorre pela resposta destes as
centenas de moléculas sinalizadoras, como proteinas, aminoacidos, esterdides, retindides,
nucleotideos, etc. Estes receptores sao mantidos no nucleo, no estado reprimido, pela
acao de co-repressores, entre eles o mediador do silenciamento do receptor do acido
retindico e do horménio tireoideano (SMRT). Estes atuam como fortes repressores da
transcrigdo génica e recrutam histonas desacetilases mantendo a cromatina condensada.
Esta forma é chamada de represséao transcricional (YU, 2007). Quando ocorre a interagao
de agonistas com o seu dominio LBD ha uma resposta direta neste receptor que apresenta
uma mudanca conformacional, além de posterior dissociacdo do complexo co-repressor e
a associacao ou recrutamento de co-ativadores.

O receptor PPAR liga-se com outro receptor nuclear, o receptor do acido cis-9-
retindico (RXR), formando um heterodimero. A partir da entrada do ligante este complexo
€ entdo translocado ligando-se ao seu elemento responsivo (Figura 3) (EVANS, 1988;
BEATO, 1991; NAAR, 1991; BARRA, 2004).

Ligantes T ———

v P e
v T ~ CO-Teressores -

v 9-cis RA 1 ”":"'"} Estado ™.
f‘ - Inativo \\

%,
",

{ 'II;atores basai_sl. TRANSCRICAQ \
J Estado da transcri:;éoJ I GEN IC.;E:}E"L \
| Ativo T |
' — £ |
‘\\ GENE ALVO /
'|_‘ 'llll
\ Sitio inicial da /
transcrigao 4
. 'f.,
e -~
._\_‘- -

Figura 3: Mecanismo de regulagao transcricional do PPAR.

Requer a liberagao do complexo co-repressor (atividade desacetilase da histona),feito por um
ligante, e o recrutamento de complexo co-ativador (atividade acetiltransferase). O complexo PPAR:RXR
ativado liga-se ao PPRE, produzindo alteragdo na estrutura da cromatina, originando uma estrutura
transcricionalmente competente (TAVARES, 2007)
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Os HREs localizam-se na regido promotora dos genes alvos (RIBEIRO, R. C. J.,
1995) e sdo especificos para cada receptor. Geralmente, os HREs possuem duas copias
imperfeitas de um hexanucleotideo que podem estar arranjadas em diferentes orientagdes,
com espacamento e sequéncias flanqueadoras diferentes (NAAR, 1991; BARRA, 2004).
Os receptores nucleares associam-se aos HREs como mondmeros, homodimeros ou
heterodimeros (GLASS, 1994; ARANDA, 2001a; KHORASANIZADEH, 2001).

Os receptores para os hormdnios esteroidais formam a subclasse de receptores
esteroidais ou tipo | da superfamilia de receptores nucleares (MANGELSDORF, D. J.,
1995b; KHORASANIZADEH, 2001). Na auséncia do ligante, os receptores de
glicocorticéides (GR), mineralocorticéides (MR), androgénios (AR), estrogeno (ER) e
progesterona (PR) estdo associados em um complexo com proteinas de choque térmico
(HSPs) no citoplasma e em alguns casos no nucleo da célula. A ligacdo do hormdnio
dissocia os receptores desse complexo e induz a formagcdo de homodimeros que se
dirigem ao nucleo, onde se ligam aos seus respectivos HREs regulando a transcricao
génica (RIBEIRO, R.C., 1992; GERMAIN, 2006). Os receptores de hormdnios esteroidais
ligam-se na forma de homodimeros a elementos responsivos, constituidos de um
palindromo espacado por trés bases contendo duas copias do hexanucleotideo AGAACA,
exceto ER que se liga as sequéncias AGGTCA também na forma de palindromo espagado
por trés bases (GLASS, 1994; RIBEIRO, R. C. J., 1995; ARANDA, 2001a).

A outra subclasse de receptores nao esteroidais ou tipo Il da superfamilia dos RN é
representada pelos receptores dos horménios tireoideanos (TRs), do acido retindico
(RAR), da vitamina D (VDR), e os receptores ativados por proliferadores peroxissomais
(PPARs), que formam heterodimeros com o RXR (MANGELSDORF, D. J., 1995b;
KHORASANIZADEH, 2001). Estes receptores na auséncia do horménio, estao localizados
no nucleo associados ao DNA (LAZAR, 2005). Essa subclasse liga-se preferencialmente a
repeticbes diretas (DRs) do hexdmero AGGTCA (AGGTCA N AGGTCA), onde ‘N’ é o
numero de bases que separa cada hexamero e que determina a especificidade da ligagao
(UMESONO, 1991). A capacidade de cada receptor reconhecer os HREs constituidos por

repeticdes diretas € chamada de regra 1 a 5 (figura 4).
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DR-1 ﬁ [ RAR-RYR PPAR-RXR
5 AGGTCANAGGTCA, 3 RXR-RXR
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—— —

RIR-RAR
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DR-4 | 5 AGGTCANNNNAGGTCA 3 FXR-TR
RXR RAR
— —

DR-5 | yAGGTCANNNNNAGGTCA, 3'

VDR-VDE RXR-VDR

RXR-RAR

Figura 4: Esquema representando a regra 1 a 5 que especifica a ligacéo
a repeti¢des diretas (DRs), com espagamentos variaveis (N), pelo RXR
€ 0s seus varios parceiros heterodiméricos. (BARRA, 2004)

Dessa forma, o PPAR e o0 RXR ligam-se a uma DR espagada por uma base (DR-
1), o RAR liga-se a DRs espacgadas por duas ou cinco bases (DR-2 e DR-5), o VDR a uma
DR espacgada por trés bases (DR-3); e o TR a uma DR espacgada por quatro bases (DR-4)
(MANGELSDORF, D. J., 1994; MANGELSDORF, D. J., 1995a; KHORASANIZADEH,
2001). O RAR também pode ligar-se a uma sequéncia DR-1 heterodimerizado com o
RXR, porém neste elemento o RAR atua como um potente repressor da transcricéo
ativada pelo homodimero de RXR e seu ligante, o acido cis-9-retindico, visto que o
complexo heterodimérico (RAR/RXR) tem wuma maior afinidade por este sitio
(MANGELSDORF, D.J., 1991; KUROKAWA, 1995; RASTINEJAD, 2001).

Muitos alvos génicos de hormdnios séo silenciados na presenga de ligantes, o que
caracteriza o processo de transrepressao, onde os receptores, quando ligados a ligantes
especificos, recrutam co-repressores e histonas desacetilases ou associam-se a co-
ativadores que nao se ligam ao DNA, sequestrando estes e outros fatores de transcrigao.

O mecanismo de dimerizagdo tem por objetivo o aumento da afinidade e
especificidade da ligacao ao elemento responsivo; isto ocorre devido a ligagado com o DNA
(METZGER, 2005). A heterodimerizagdo do PPAR com o RXR promove uma eficiéncia da
ligacdo ao DNA, visto que ha uma sinalizagdo maior, uma para o ligante do RXR e outra
para o ligante do PPAR (ARANDA, 2001b).
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1.1.3 - Potencial Farmacoldgico dos receptores nucleares

Como foi dito anteriormente, os RN estdo envolvidos em uma série de importantes
processos fisiolégicos como: crescimento, metabolismo, diferenciagdo celular, apoptose e
manutencdo da homeostase (RENAUD, 2000; ROBINSON-RECHAVI, 2003; TANEJA,
2005). Sabendo que estes mecanismos necessitam de uma ativagao pela acao direta de

um determinado ligante, os RN tornaram-se importantes alvos farmacologicos.
O PPARY é ativado por muitos agonistas naturais como prostaglandina 15-desoxi-

A'%J2 (15d-PGJ2), alguns acidos graxos poliinsaturados oxidados, fosfolipideos, farmacos
antidiabéticos, como € o caso das tiazolidinadionas (TZD), responsaveis pela diminuigao
da glicose no sangue, farmacos antiesteroidais e antiinflamatérios. Contudo, o grande alvo
das industrias farmacéuticas com relacdo a esse receptor refere-se aos medicamentos
que atuem no controle do diabetes e resisténcia a insulina.

Outros exemplos sdo o0 RAR e o RXR. Os retindides sao moléculas de sinalizacao

que atuam por meio da interagdo com duas familias de receptores de retindides: A do

receptor do acido retindico (RAR a,3 Y) e a do receptor do acido cis-9-retindico (RXR

a,Y,B). Os receptores de retindides sdo de extrema importancia, pois regulam importantes

e complexos eventos, demonstrando a capacidade de controle da atividade de
diferenciacao e antiproliferativa. Os retindides sao utilizados em larga escala no tratamento
e prevengao de doengas como o cancer (GRONEMEYER, 2001).

O PR possui papel fundamental na manutencdo do ciclo menstrual, gravidez e
embriogénese (GRAHAM, 2005), assim como o ER, utilizado hoje como grande alvo na
terapia de reposigdo hormonal. Contudo apesar dos efeitos positivos do uso de
estrogenos, ha evidéncias que o uso prolongado pode resultar em processo proliferativo
de células neoplasicas (HENKE, 2002). Assim, buscam-se hoje medicamentos que
mantenham o efeito positivo do estrégeno, mas que bloqueiem essa possivel atividade

neoplasica.

19



1.2 — PPAR - Receptor Ativado por Proliferador Peroxissomal

O PPAR ¢é hoje um dos receptores nucleares mais estudados devido a sua
associacao a processos relacionados com a obesidade, metabolismo lipidico, resisténcia a
insulina e diabetes mellitus. Os PPARs desempenham um papel central na regulagao do
catabolismo e da sintese de lipideos atuando essencialmente como sensor de acidos
graxos e seus metabdlicos intermediarios (YU, 2007). O PPAR apresenta trés isoformas
muito estudadas, com distribuigédo tecidual e fung¢des distintas.

O PPARaQ é predominantemente expresso no figado, sendo também encontrado no
rim, coragao, tecido adiposo marrom, endotélio e musculo esquelético. Os genes-alvo do
PPARQ pertencem a um grupo relativamente homogéneo, relacionados ao processo do
catabolismo lipidico como a oxidagdo (microssomos, peroxissomos e mitocéndrias),
ligacdo e transporte de acidos graxos pelas membranas, assim como com o transporte de
lipoproteinas e transcricdo de fatores inflamatérios (KERSTEN, 2000). Apresenta como
ligantes enddgenos os acidos graxos livres e como ligante exdégeno de uso clinico os
fibratos (DESVERGNE, 1999).

A isoforma Y é muito expressa nos tecidos adiposo branco e marrom, intestino,
células beta, endotélio e células hematopoiéticas (AKBIYIK, 2004). Esta isoforma esta
relacionada com a conservagao de energia e adipogénese, neste caso ligada diretamente
a diferenciagdo e maturagédo de adipocitos maduros. A maioria dos genes regulados pelo
PPARY é expressa no tecido adiposo, e implica diretamente em vias lipogénicas, o que
inclui a lipoproteina lipase (LPL), adipocyte fatty-acid binding protein (A-FABP ou AP2),
acetil-coenzima A sintetase (acetil-CoA sintetase) e a proteina transportadora de acidos
graxos (FATp). O seu ligante natural ou endégeno é derivado de uma prostaglandina D2
(15 DPGJ2) resultante do metabolismo do acido araquidénico e os ligantes sintéticos mais

utilizados séo os da classe das tiazolidinadionas (TZD) (WILLSON, 2000).

A Ultima isoforma até hoje conhecida ¢ o PPARO também conhecido como 3 ou

/0. A sua distribuigdo & extremamente variada sendo encontrado no figado, musculo,
intestino e tecido adiposo, todavia o seu papel ainda ndo foi muito bem estabelecido
devido a falta de conexdo com manifestagdes clinicas. Entretanto, sabe-se que esta ligado
a regulagdo da expressdo da acetil-CoA sintetase 2 no cérebro, verificando uma
participagdo no metabolismo lipidico basico (RICOTE, 2007).
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Em suma, cada isoforma do PPAR é codificada por genes de tecidos diferentes,
ligagbes a ligantes especificos e promogéo de regulagdo de genes unicos. A procura por
agonistas sintéticos a este receptor é cada vez maior, incluindo agentes que possuam

mais de uma isoforma como alvo chamados duplo agonistas ou panagonistas
(BALAKUMAR, 2007)

1.2.1- Fisiologia do PPAR

Os PPARs, como ja citado, sdo sensores lipidicos capazes de adaptar a expresséo
genética a sinalizagdo de varias vias originarias da sinalizagao lipidica. A fisiologia dos
PPARs pode ser melhor compreendida quando sdo considerados os dois periodos
distintos com respeito ao metabolismo energético: o periodo pré-prandial ou pds-absortivo,
e o periodo pos-prandial (DESVERGNE, 1999) (Figura 5).
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Figura 5: Fisiologia dos receptores PPARQO e PPARY nos processos
de absorgao e pés-absorgdo (KERSTEN, 2000).

Durante uma farta refeicéo, periodo pés-prandial, carboidratos e gorduras entram na

circulagao na forma de glicose e quilomicrons, respectivamente. A maioria da glicose é

21



captada pelo figado, o restante sera estocado na forma de glicogénio ou direcionado para
a lipogénese. A homeostase dos lipidios nas células dos vertebrados € regulada por uma
familia de fatores de transcricdo denominada SREBP (sterol regulatory element-binding
proteins) (BROWN, M. S., 1997; HORTON, 1999). Eles atuam ativando diretamente em
torno de 30 genes relacionados a sintese e captacdo de colesterol, acidos graxos,
triglicéridios e fosfolipidios, e ainda NADPH. No figado ha uma maior expressdao da
SREBP1c, a qual aumenta a transcricdo de genes envolvidos na sintese de acido graxo,
como a acetil-CoA carboxilase (ACC), que converte acetil-CoA em malonil-CoA
(SAKAKURA, 2001).

Quando ha excesso de carboidratos, a produgéo de insulina é estimulada para que
se inicie o processo de sintese acido graxo no figado. Tem sido sugerido que este efeito
da insulina seja mediado pela SERBP-1c (FORETZ, 1999; SHIMOMURA, 1999).

Assim, no periodo de absorcdo, € observado que no tecido adiposo ha uma
elevada expresséo de SREBP-1c ou ADD1 e, consequentemente, do PPARY, visto que os
genes-alvo desta proteina s&o os relacionados ao metabolismo do colesterol e lipogénese
como €& o caso deste receptor. Os acidos graxos sao convertidos para a forma de
triglicerideos e estocados como proteinas de baixa densidade (VLDL). Este aumento na
expressdo de ambos explica-se pela regulagdo da insulina necessaria neste periodo
(FAJAS, 1999).

Os estoques de triglicerideos levam a um aumento da produgao de leptina no tecido
adiposo. Esta proteina é codificada pelo gene ob e secretada por adipécitos, sendo
responsavel pela sensagcdo de saciedade do organismo atuando em uma mecanismo de

feedback negativo para limitar a ingestdo de alimento e ganho de peso exagerado
(KERSTEN, 2000). As expressdes de PPARY e de leptina sdo aumentadas no periodo
poés-prandial e reduzidas no periodo pré-prandial; neste ultimo o PPARY diminui a
expressao da leptina (WANG, 1999).

O periodo pré-prandial representa a situagao que indica a diminuigao dos niveis de
glicose no sangue e, por conseguinte diminuicdo da insulina e aumento de glucagon. Para
que haja a manutencdo do suporte de energia durante este periodo, o organismo deve
apresentar uma lipdlise eficiente no tecido adiposo para que ocorra a liberacédo sistémica

de acidos graxos e glicerol. Na falta de glicose a quebra de gordura deve ser feita em
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todos os tecidos possiveis, promovendo quantidades suficientes de glicose para os tecidos

insulino-dependentes como é o caso do cérebro.

Apos a absorgédo dos nutrientes, os estoques de energia apresentam-se no figado
na forma de triglicerideos e glicogénio, no musculo na forma de glicogénio e no tecido
adiposo branco como triglicerideos. Esta absorgéo € estimulada diretamente pelo PPARQ,

que estd com a sua expressao elevada (KERSTEN, 1999), o que leva no figado, a

oxidagao de acidos graxos pela acetil-CoA resultando em corpos cetbnicos como acetato e
B-hidroxibutiratos. Na auséncia da acdo do PPARQ, ha a formacdo de elevados niveis

plasmaticos de 4&cidos graxos livres resultando em hipercetonemia, hipertermia e
hiperglicemia (LEONE, 1999).

A expressdao de SREBP1 e PPARY encontra-se diminuida (LIANG, 2002),

entretanto o processo de lipogénese continua. Isto ocorre porque o PPARYy atua
controlando positivamente a expressdo de efetores da gliconeogénese - formagao de
glicose por meio de conversdo de compostos aglicanos (ndo agucares e nao carboidratos)-
mostrando que a lipogénese é dependente do PPAR mesmo em condigdes altas de

catabolismo , o que ocorre no pré-prandial (KERSTEN, 2000).

1.3 - Diabetes mellitus

Diabetes mellitus € uma doenga metabdlica crénica caracterizada por um conjunto
de disturbios, dentre as quais podemos destacar: a hiperglicemia e o metabolismo alterado
de lipideos e proteinas associado a complicagdes crénicas microvasculares e
macrovasculares. Essa enfermidade atinge atualmente 170 milhdes de pessoas no
mundo. Estudos indicam que essa epidemia pode atingir 220 milhdes de individuos em
2010 e 377 milhdes em 2025 (ZIMMET, 2001). Apresenta-se basicamente em duas
formas: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (ZIMMET, 2001) .

O DMH1 inicia-se na infancia ou adolescéncia, onde ha um déficit da producao de
insulina devido a destruicdo das células beta do pancreas por processos auto imunes. O
paciente deve receber doses diarias de insulina, uma dieta especifica e praticar
moderadamente exercicios. O DM2 apresenta-se com maior frequéncia na vida adulta, e
seu desenvolvimento esta relacionado a fatores genéticos e ambientais. Estes ultimos

incluem a obesidade e o sedentarismo (NEHLIN, 2006). A etiologia da doenca € de forma
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complexa, visto que pode apresentar multiplas e intrinsecas causas associadas a outras
doencas, onde o histérico familiar e o estilo de vida sdo muito importantes para o estudo
do paciente (BLASCHKE, 2006).

A obesidade e a dislipidemia constituem dois fatores extremamente marcantes para
o desenvolvimento da resisténcia a insulina, onde ocorre uma dificuldade do musculo
esquelético em transportar e metabolizar a glicose (LAZAR, 2005). Ainda com relacéo a
obesidade nota-se um grande aumento do tecido adiposo onde este, anteriormente, era
visto apenas como um depdsito de energia e hoje ja é sabido que age como um 6rgao
enddcrino, o qual secreta milhares de citocinas extremamente importantes, as quais
participam da regulagcdo de importantes processos, como, por exemplo, apetite, balango
energético, homeostase, imunidade, inflamagdes, metabolismo lipidico e sensibilizacdo a
insulina. Essas citocinas sdao também chamadas de adipocinas (TRAYHURN, 2004). A
resisténcia a insulina pode nao somente aumentar o risco de desenvolvimento de diabetes,

como também contribui para riscos vasculares relacionados a sindrome metabdlica.

1.3.1 - Fisiopatologia do DM2 — Resisténcia Insulinica e a Sindrome Metabdlica

A insulina € um horménio anabdlico, que possui fundamental importancia no
metabolismo e homeostase da glicose, lipidios e proteinas é o principal responsavel pela
reducao da glicemia (taxa de glicose no sangue). Além disso, também promove o estoque
de lipidios, proteinas e carboidratos, inibindo a sua degradacao e liberagdo de volta a
circulagdo (CHANG, 2004). E produzida no pancreas pelas células beta nas ilhotas de
Langerhans, que agem principalmente nos musculos e no tecido adiposo (SALTIEL, 2002).

A acado da insulina estimula o GLUT4 (transportador especifico da glicose) a
aumentar o transporte da glicose no musculo e tecido adiposo, o0 que inibe a produgao de
glicose hepatica sendo, assim, caracterizado como o principal regulador inicial da
concentragao da glicose no sangue (SALTIEL, 2001). Ela estimula a producéo de diversas
proteinas, quinases fosfatases, além de promover o crescimento e diferenciagao celular e
ativacao ou repressao transcricionais. O receptor da insulina € a tirosina quinase, que ira
catalisar a fosforilagdo de inUmeros substratos intracelulares como GAB-1, proteinas IRS e
IRS (SALTIEL, 2002).
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A sindrome metabdlica compreende um conjunto de fatores de risco para o
desenvolvimento de doenga cardiovascular, incluindo obesidade central, hipertensao
arterial sistémica, hipertrigliceridemia, niveis reduzidos de colesterol HDL e alteragcées do
metabolismo dos carboidratos, incluindo glicemia de jejum alterada ou diabetes mellitus.
Embora sua etiologia nao esteja completamente estabelecida, ha diversas evidéncias de
relagdo causal com resisténcia insulinica e obesidade central. E importante ressaltar, no
entanto, que nem sempre a obesidade associa-se a comprometimento da acao da insulina,
e muitos pacientes obesos podem apresentar sensibilidade insulinica normal. Esse quadro
clinico quase sempre esta associado a obesidade, porém ha casos de pacientes obesos
que apresentam ainda uma toleréncia a insulina. (MEDINA-GOMEZ, 2007).

Uma explicagdo para a associagédo entre sindrome metabdlica, obesidade central e
resisténcia insulinica estaria no sensivel aumento do tecido adiposo visceral, causando um
estado inflamatério cronico, devido ao aumento de citocinas pelos adipdcitos ou até
mesmo por possiveis macréfagos infiltrados no tecido. Outras citocinas nao especificas
para adipdcitos como TNFa (fator de necrose tumoral) e IL6 (interleucina 6) (LAZAR,
2005), quando liberadas pelo tecido adiposo poderiam, também, atrapalhar a via
sinalizadora da insulina (GOMES MDE, 2006).

No primeiro estagio é observado que ha altos niveis circulantes de triglicerideos e
baixos de HDL no sangue. A glicemia no periodo pés-absor¢ao ou durante a absorgao
encontra-se normal mostrando a capacidade das células  em secretar insulina para para
evitar a elevacao da glicemia e, de alguma forma, compensar a resisténcia a acdo do
horménio.O segundo estagio da sindrome caracteriza-se pelo grande aumento da glicemia
pods-prandial associado ao aumento da insulinemia, o que ja mostra sinais de complicagéo
da doenca, pois passa a apresentar um grande risco para o desenvolvimento de
microangiopatias.No ultimo estagio, o DM2 ja esta estabelecida, sendo necessario o
tratamento farmacologico para controlar os niveis altos da glicemia, a resisténcia a
insulina, dislipidemia e possiveis complicagdes vasculares.

Enfim, a resisténcia a insulina é caracterizada pela inabilidade dos tecidos
periféricos em responder apropriadamente a insulina, levando ao comprometimento do
controle da glicose e do metabolismo lipidico, refletindo em uma diminuicdo da captagao
de glicose pelo musculo esquelético, aumento da producdo de glicose hepatica e
hiperglicemia pos-prandial (BAILEY, 2007).
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1.3.2 - Tratamento farmacolégico

O Diabetes mellitus frequentemente apresenta-se em associacdo com outras
disfuncbes, como hipertensdo arterial, microalbuminuria e dislipidemias, aumentando
seriamente o risco do paciente apresentar complicagbes como ateroesclerose e doengas
cardiovasculares. H4 uma vasta gama de medicamentos oferecidos atualmente pelo
mercado farmacéutico para o controle glicémico no DM2, alguns estao mostrados na
figura 6 como: sulfoniluréias (clorpropamida 1), inibidores da a-glicosidase (acarbose 2),
biguanidas (metformina 3), tiazolidinadionas (troglitazona 4, pioglitazona 5 e rosiglitazona
6) e fibratos (bezafibrato 7) (HAMILTON, 2007).
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Figura 6: Estruturas quimicas de alguns medicamentos encontrados no mercado

para o controle glicémico no DM2.
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As sulfoniluréias reduzem a glicemia pés-prandial, por meio da ligagao especifica ao
receptor SUR1 presente nas células  do pancreas, resultando no bloqueio de canais de
potassio, sensiveis a ATP, havendo um aumento do influxo de calcio para o interior da
célula, estimulando a secregcdo endogena da insulina (INZUCCHI, 2002). Contudo, as
sulfoniluréias apresentam efeitos colaterais como hipoglicemia e ganho de peso
(MATTHAEI, 2000). Um dos medicamentos muito usado na medicina atualmente é a
clorpropamida (1)

Ja o inibidor da a-glicosidase também atua na glicemia pos-prandial, porém age
diretamente nos carboidratos retardando a sua absorcdo. Um exemplo deste farmaco é a
acarbose (2), entretanto, ja foi constatado que a utilizagdo desse farmaco pode provocar
disturbios gastrointestinais (MANZELLA, 2005).

Também muito utilizado nos dias de hoje € a metformina (3), principal exemplo da
classe das biguanidas. Sua principal agdo esta na supressao da gliconeogénese hepatica
e no aumento a sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos, porém o emprego das
biguanidas pode apresentar disturbios gastrointestinais (NATALI, 2004).

As tiazolidinadionas atuam diretamente nos adipdcitos melhorando a sensibilidade a
insulina e reduzindo a glicemia, via receptor nuclear PPARY por meio do efeito direto
sobre os adipdcitos. Esta agao ocorre na diferenciacdo dos pequenos adipocitos, pois
esses apresentam uma maior sensibilidade a insulina, e por fim provocam apoptose nos
adipocitos maduros responsaveis pela liberacdo de citocinas e outras moléculas que
interferem na via sinalizadora da insulina (GOMES MDE, 2006).

Em resposta a esse efeito ha um aumento da lipogénese, diminuigdo da circulagao
de citocinas pré-inflamatérias e acidos graxos livres e, ainda, aumento da secregdo de
adiponectina. Todos esses efeitos melhoram a sensibilidade dos tecidos periféricos a acao
da insulina e, assim resultam em redugédo da produgao hepatica de glicose e aumento do
transporte de glicose periférica via musculo esquelético (GERVOIS, 2007). Isso interfere
na liberagdo de sinais que agem diretamente no tecido muscular e figado como, por
exemplo, o TNFa (GOMES MDE, 2006) (Figura 7).

Os principais exemplos das TZD sao: troglitazona (4), rosiglitazona (5) e
pioglitazona (6) (NEHLIN, 2006), embora somente estejam hoje no mercado as duas
ultimas. Apresentam em sua estrutura quimica um anel tiazolidinadiona conferindo a

atividade anti-hiperglicémica, todavia dependente da presenga de insulina circulante. A
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diferenga estrutural na molécula entre as trés determina a especificidade farmacodinamica
e farmacocinética (FURNSINN, 2002). Atualmente, o uso das TZD esta sendo limitado
devido aos efeitos colaterais como toxicidade hepatica, ganho de peso e formacéo de
edemas (USUI, 2007). Com isso, a procura de novos farmacos que tenham o mesmo
efeito das TZD é muito visada, com o objetivo de reduzir os efeitos colaterais, mas tendo a

mesma agao .

Glitazonas (+) Resistina?
H -
" i 9“\
Adiponectina ~ | TNFa * Melhora da
' ::! secregao de
‘l‘Capla;io-.—',Lipélise insulina
AGL
| @
Liberacdo » Melhora da
LR ¢ de Ag caplagdo de
FATP i
CD36 /
l » Diminui resisténcia
hepatica
# Lipogénese - SIS

Figura 7 : Mecanismo de agao das glitazonas. As glitazonas agem regulando o PPARY positivamente ,
por conseguinte ha um bloqueio na agdo do TNF-a resultando em uma menor liberagdo de AGL melhorando

a secrecgao de insulina pelo pancreas (GOMES MDE, 2006).

Uma medicagdo frequentemente utilizada na pratica clinica tem outra
isoforma de PPAR como alvo farmacolégico e benéfica no tratamento do DM2, e que
frequentemente aparece no contexto da sindrome metabdlica e, portanto associado a
dislipidemia. Os fibratos também tém como alvo um receptor nuclear agindo como
agonista, s6 que neste caso € o PPARA. Agem como um regulador lipidico, promovendo o
catabolismo dos acidos graxos e o transporte reverso do colesterol, resultando na
diminuicao de triglicerideos e aumento do nivel de HDL (BOULANGER, 2006). Além disso,
também diminuem os niveis de triglicerideos pelo aumento da agdo de uma lipoproteina, a

lipase, a qual esta responsavel pela indugéo da lipdlise (STAELS, 1998)
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1.4 - Produtos naturais e receptores nucleares

A utilizagdo de plantas com caracteristicas medicinais e seus derivados tem sido
cada vez maior nas industrias farmacéuticas. O conhecimento popular das plantas
medicinais gera hoje um grande interesse no mundo cientifico, visto que muitas
substancias utilizadas para tratamentos diversos hoje em dia sdo oriundas de registros
passados (ELVIN-LEWIS, 2001). O uso de plantas medicinais pela populagdo mundial tem
sido extremamente significativo nos ultimos tempos. Dados da Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) mostram que cerca de 80 % da populagao mundial fazem uso de algum tipo
de planta medicinal, contudo menos da metade é por indicagdo médica.

O emprego terapéutico das plantas exige agora um conhecimento deste grupo para
a avaliacado da potencialidade terapéutica e toxica (ALVES, 2003). Com o incremento da
pesquisa e do reconhecimento da importancia dos fitoterapicos para a saude publica, tem
sido observado que nos Uultimos anos a produgdo de fitoterapicos aumentou
vertiginosamente. Esse aumento na produgédo também é reflexo do aumento da procura
por essa opcao terapéutica, que a populacao acredita apresentar uma menor incidéncia de
efeitos colaterais. A ocorréncia de efeitos colaterais com o uso de plantas medicinais nao é
muito comum, desde que observadas as recomendacdes necessarias, pois muitas vezes
por pensar que o medicamento é natural o paciente excede-se da indicagao recomendada
conferindo alguma injuria ao organismo (ELVIN-LEWIS, 2001).

Geralmente as plantas medicinais apresentam mais de um principio ativo
responsavel pela resposta farmacologica, com isso o isolamento das substancias
presentes nas plantas € de suma importancia, ja que cada grupo apresenta caracteristicas
proprias. Por meio da fitoquimica é possivel identificar a estrutura quimica da molécula e,
até mesmo as sua atividades bioldgicas (ALVES, 2003). Os principais grupos conhecidos
sdo: alcaldides, glicosideos, Oleos essenciais, saponinas, fitoesterois e flavonoides.

Ha indicacbes recentes de que varios compostos derivados de produtos naturais
atuam em receptores nucleares, dentre estes o taxol (agdo agonista para o receptor de
esteroide e xenobidtico — SXR) (SYNOLD, 2001) e a hiperforina, extraida da erva de Sao
Joado, que é utilizada como antidepressivo e conhecida como o Prozac da Natureza
(MOORE, 2000). Estudos epidemiolégicos mostraram que fitoestrogenios como a

genisteina (acdo agonista estrogénica), a daidzeina e a biochanina A, encontrados
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principalmente em alimentos derivados da soja, sao responsaveis pela menor incidéncia
de osteoporose, doenga cardiovascular e canceres de mama e de endométrio em
mulheres asiaticas que consomem uma dieta a base de soja (CLARKSON, 1998; PIKE,
1999).

Além destes efeitos benéficos, os fitoestrogénios também reduziram a incidéncia de
cancer de mama (INGRAM, 1997) sugerindo que estes compostos possuem um perfil
terapéutico superior ao dos estrogénios e mostrando que produtos naturais encontrados
em plantas podem constituir uma excelente alternativa para o tratamento de inumeras
condigdes patoldégicas como osteoporose, doencga cardiovascular e o diabetes mellitus
(MACIEL, 2000).

Algumas plantas medicinais tém sido alvo de estudos por apresentarem
propriedades hipoglicemiantes em modelos experimentais, como € o caso de Trigonella
foenum-graecum (ABDEL-BARRY, 1997) e Punica granatum (JAFRI, 2000). Trabalhos

recentes tém demonstrado a presengca de compostos com atividade agonista para o
PPARy em extratos de plantas medicinais. Por exemplo, acido desidrotrametendlico foi
isolado do extrato de Poria cocos Wolf, planta utilizada popularmente na medicina chinesa,
e demonstrou aumentar a sensibilidade a insulina em modelos de DM2 via ativacdo do

PPARy (SATO, 2002). O extrato etandlico de Glycyrrhiza uralensis apresentou redugéo
dos niveis de glicose em modelos animais com DM2 via PPARY (KURODA, 2003; MAE,
2003).

Nesta dissertacdo foi dado mais énfase ao estudo dos flavondides. O nome
flavondide é derivado de flavus, que siginifica amarelo seu principal pigmento. Sao
compostos fendlicos, responsaveis pela maior parte da coloracdo amarela, alaranjada,
vermelha, violeta e azul de flores e frutos. Usualmente sdo encontrados na forma de
heterosideos, ou seja, possuem uma ou mais unidades de agucar ligado a uma fragéao
nao-glicosidica (aglicona) (ALVES, 2003). Ocorrem nos vegetais superiores atuando nao
s6 na fungao de pigmentagdo, mas também na diferenciacédo celular, e como compostos
antimicrobianos (HARBORNE, 2000).

O interesse pelas propriedades farmacolégicas e bioquimicas destes compostos

tem crescido bastante, e dentre essas atividades podem ser citadas a acgao
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antiinflamatodria, estabilizadora do endotélio vascular, ou seja, proporciona a melhora da
funcdo endotelial celular diminuindo a permeabilidade, acdo antiespamaddica e promove
uma melhor distribuicdo do sangue periférico, melhorando o fluxo arterial (ALVES, 2003).
Atualmente sao subdivididos em: flavandis (8), flavonais (9), flavonas (10), flavanonas (11),
antocianinas (12) e chalconas (13). Exemplos destas sub-classes estdo mostrados na
Figura 8. Essa divisdo baseou-se nas diferengas no nucleo fundamental dos flavonoides
(14) (MIDDLETON, 2000; WINKEL-SHIRLEY, 2001).

OH

Flavanéis (8)

(o)

Flavanonas (11)

Chalconas (13) Flavondides (14)

Figura 8: Nucleo fundamental flavoidico (14) e suas sub-classes: flavanais (8), flavonois (9),

flavonas (10),flavanonas (11),antocianos (12) e chalconas (13)

Varios estudos sao feitos atualmente sobre as chalconas (13) e seus derivados.
Isso se deve, principalmente, as suas aplicagdes na medicina e farmacia. As chalconas
sdo moléculas pertencentes a familia dos flavondides e quimicamente podem ser definidas
como cetonas a-B-insaturadas onde tanto a carbonila quanto a porgao olefinica estao
ligadas a grupamentos aromaticos (WALTER, 2007). Apresentam um variado leque de

fungbes bioldgicas tais como atividades: antimalarica (CHEN, 1994), antiinflamatoria
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(MACIAS, 1997; HSIEH, 1998), antioxidante (MORA, 1990; ANTO, 1995); anticancerigena
(SHIBATA, 1994; ZHU, 2005; CABRERA, 2007) e bacteriostatica (GAFNER, 1996). A
posicdo em que se encontram os grupos substituintes nos dois anéis aromaticos determina
essa variedade de propriedades farmacoldgicas e biolégicas (KO, 2003).

A acéao antiinflamatéria das chalconas esta relacionada com a regulacdo do 6xido
nitrico (NO) e da produgao de citocinas nos macréfagos (ALCARAZ, 2004; BAN, 2004),
além de promover a prevencao da formacado de TNF-a e LPL induzidas pelos neutrdéfilos
(MADAN, 2000). Esses dados sado extremamente importantes, visto que a disfungao
endotelial é a causa de complicacbes macro e microvascular em pacientes diabéticos (DE
VRIESE, 2000), onde o tdnus vascular € mantido pelo balango entre a vasodilatagao e a
vasoconstricdo e o Oxido nitrico € um importante mediador desse processo regulador
(LOSCALZO, 1995).

Além dessa acdo antiinflamatéria, atualmente as chalconas sao alvos
farmacologicos como novos ligantes para os receptores nucleares como o PPAR, agindo
de forma agonista, possibilitando um efeito hipoglicémico (LIM, 2001; JUNG, 2007) e
hipolipidémico (LIM, 2001; LI, X. H., 2007). Como exemplos podem ser citadas chalconas
isoladas da espécie Angelica keiskei que demonstraram uma forte atividade reduzindo o
risco de desenvolvimento de diabetes mellitus em camundongos kk-Ay (modelo de estudo
para o Diabetes) via PPARY (ENOKI, 2007).

A familia Asteraceae compreende a maior familia das angiospermas com
aproximadamente 23.000 espécies, 1535 géneros e representa aproximadamente 10% da
flora mundial. Nos ultimos anos tem sido estudada em diversas areas tais como anatomia,
morfologia, ecologia, ontogenia, fitoquimica, estrutura macromolecular e citogenética
(GYVIND M. ANDERSEN, 2006). As plantas dessa familia podem apresentar
poliacetilenos, lactonas sesquiterpénicas, Oleos essenciais volateis terpendides,
monoterpenos volateis, alcaldides, latex com triterpenos e flavondides (LI, J. T., 2007).
Estudos fitoquimicos realizados em espécie Helianthus annuus (girassol) mostraram uma
prevaléncia de flavondides, mais especificadamente de chalconas (MACIAS, 1997).

Devido a constatagdo da importancia das chalconas como modelo de farmacos, e
considerando a necessidade de novos ligantes que ajam de forma agonista nos receptores
nucleares PPAR surge com isso um grande campo de estudo. Desta forma, uma série de
chalconas (CF1, CF3, CF4, CF7 e CF10) foi sintetizada (figura 9), no ambito da
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colaboracado entre o Laboratério de Farmacologia Molecular e o Curso de Quimica da
Universidade Catdlica de Brasilia (UCB). Esses compostos foram sintetizados pelo aluno
Rafael Carvalho Ribeiro e cedidos pelo professor Carlos Camiza Fortes para a
investigacao da atividade destes no PPAR.

CF3
4'-metoxichalcona
CF1 (16)

CH, OCH,
/

Naeh, CH,0

CH,0 O |

o
(o)
CF4 CF7
4-dimetilamino-4'metoxichalcona 4,4'-dimetoxichalcona

(17) (18)

CF10
4-dimetilamino-2'-carboxichalcona
(19)

Figura 9: Estrutura quimica das chalconas

CF1 (15), CF3 (16), CF4 (17), CF7 (18), CF10 (19).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
- Estudar a atividade das chalconas sintéticas no receptor nuclear PPAR.

2.2 Objetivos Especificos

- Investigar se as chalconas estudadas sao capazes de aumentar a atividade
transcricional do PPAR (y,q,8), por meio de ensaio de transfeccao e gene repdrter em
células U937;

- Avaliar se essa resposta € dose-dependente;

- Investigar a especificidade das chalconas estudadas para o PPAR, realizando ensaio de
gene repdrter em outros receptores (receptor de estrogénio, receptor de horménio

tireoideano e receptor do acido retindico).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Plasmideos Utilizados

Os plasmideos de expressao utilizados para os ensaios de transfeccdo foram: CMV-
luc, PPARY, PPARA e PPARD e PPRE-tk-luc. Esses plasmideos contém as seqiiéncias de
cDNA que codificam os respectivos receptores, sob o controle dos promotores do
citomegalovirus (CMV).

Os plasmideos-repérter utilizados nos ensaios possuem o elemento responsivo para
o PPAR (DR-1), ER (palindromo) e TR (DR4), clonados imediatamente acima do promotor
minimo (-32/+45) da timidina quinase (tk), ligado a sequéncia que codifica o gene da
luciferase, resultando nas construgdes : PPRE-tk-luc, ERE-tk.luc, TRE-tk-luc . Além disso o
promotor do citomegalovirus foi fusionado ao gene que codifica a enzima luciferase (CMV-
luc), gerando um plasmideo produzindo luciferase constitutivamente. Todos os plasmideos
foram gentilmente cedidos pelo Dr. John Baxter do Metabolic Research Unit, University of
California (UCSF), USA.

3.1.1 - Transformacao

Processo utilizado para que haja a introdugdo de um plasmideo em uma célula
procariética. Para a replicacdo dos plasmideos de interesse foram utilizadas cepas de
bactérias Escherichia coli DH5a.

Em um tubo de microcentrifuga, 100-1000 ng do plasmideo a ser transformado foram
incubados com 50 yL da cepa de bactérias durante 30 minutos em gelo. Posteriormente,
as células foram submetidas a um choque térmico quando colocadas em um banho-maria
a 42°C por 2 minutos. Esse processo provoca a abertura dos poros da parede celular
bacteriana, permitindo a entrada do plasmideo na célula. Em seguida, adicionou-se 500 uL
de meio de cultura LB (5g de extrato de levedura, 10g de triptona e 10g de NaCl (Sigma®)
em 1 L de agua destilada) sem antibiético. Esta cultura celular foi incubada por 1 hora a
37°C em BOD (Biologic Oxygen Demand).

Apos este periodo, 50 pL da transformacéao foram plaqueados em uma placa de Petri

contendo meio de cultura LB com 1,5% de agar e 0,1 mg/mL de ampicilina foi incubada por
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16 horas a 37°C em BOD. As células que expressaram o gene de resisténcia a ampicilina

foram transformadas e formaram colénias.

3.1.2 - Purificacdo de Plasmideos

Apds o processo de transformagao, uma coldnia resistente da cepa de bactérias foi
selecionada e colocada para crescer em 5 mL de meio LB, contendo 5 uL de ampicilina
(100 mg/mL) por um periodo de 4-6 horas a 37°C em incubadora com agitagao - shaker.
Em seguida, estas bactérias foram inoculadas em 500 mL do mesmo meio de cultura e
colocadas para crescer por 16 horas a 37°C sob agitagdo em shaker.

Ao término do periodo de crescimento da cultura, as bactérias foram separadas por
centrifugagédo e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi mantido para extragao e
purificacdo dos plasmideos que foi feito de acordo com o protocolo do Quiagen Plasmid
Maxi Kit. A purificacdo dos plasmideos por esse kit se baseia na afinidade do DNA por
uma coluna de troca anidnica, onde a sua carga negativa interage com a carga positiva da

resina desta mesma coluna.

3.2 - Cultura de células

Foram utilizadas células derivadas de promondécitos humanos (U937) obtidas do Centro
de Cultura de Células da Universidade da Califérnia, Sdo Francisco (UCSF — University of
Califérnia, San Francisco). Estas foram cultivadas em meio RPMI 1640 (GIBCO®),
contendo 10% de soro de recém-nato bovino com 2mM de glutamina 50 pyL/mL de
penicilina e 50 pg/mL de estreptomicina e mantidas em uma incubadora a 37°C com 5 %
de CO2.

3.2.1 - Transfeccéo e Ensaio Gene Repdrter

Os ensaios de transfecgdo e gene reporter sdo métodos utilizados na pesquisa e
identificacdo de ligantes para receptores nucleares (CHIELLINI, 1998). As células U937
foram coletadas por centrifugacdo e ressuspendidas em 0,5 mL de solugcdo PBS

(Phosphate Buffered Saline) contendo 0,1% dextrose. Em seguida foram misturadas a
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3,0 pyg do plasmideo repérter e a 2,0 ug do plasmideo de expressao sendo transferidas
para cuvetas (Gene Pulser®cuvette Bio-Rad), as quais foram eletroporadas utilizando um
eletroporador (gerador de pulso Bio-Rad) com voltagem de 300 mV e 960 pF.

Apos o processo de eletroporacdo, as células foram transferidas para recipientes
contendo meio RPMI 1640 com 10% de soro fetal bovino. Neste meio, as células foram
ressuspendidas, colocadas em triplicatas em placas de 12 pocos Corning® (1,0 mL/ poco)
e tratadas com veiculo (DMSO:ETOH 2:3) usado como o controle negativo e troglitazona
10°M (Sigma®) ou bezafibrato10*M (Sigma®) respectivamente como controles positivos
(agonistas) para PPARY e PPARD,a e as chalconas (10°M) a serem testadas, sendo
incubadas por um periodo de 18-24h.

Para o ensaio de gene-repérter foi utilizado o kit luciferase assay system with reporter
lysis buffer (Promega). Apos periodo de incubacdo, as células foram transferidas para
microtubos de centrifuga tipo eppendorf de 1,5 mL e centrifugadas por 1 minuto a 13.000
rom. O sobrenadante foi aspirado e descartado, enquanto que, ao precipitado celular
formado, foram adicionados 150uL do tamp&o de lise do kit repodrter lysis buffer 5X
(Promega), posteriormente agitado em vortex e incubado a -80°C por, no minimo, 20
minutos. Apds o descongelamento das amostras, foram colocados 20 yL em placas de 96
pogos proprias para o contador de quimioluminescéncia (Microbeta-Trilux, Perkin-Elmer)
onde foi medida a atividade da enzima luciferase.

A luciferina € um substrato para a enzima luciferase. A emissao de luz gerada pela
reagcao enzimatica entre luciferina e luciferase € quantificada pelo contador, o qual gera
resultados em unidades relativas de luz. A taxa de ativagao do receptor em questido, ou
seja, quantas vezes o receptor foi ativado por um determinado ligante foi calculada pela
divisdo dos valores obtidos pelas amostras tratadas com as chalconas ou com os
agonistas (controles), pelos valores das amostras tratadas com o veiculo. Os ensaios

foram realizados, no minimo, trés vezes e em triplicata.
3.3 - Sintese (transcrigao e tradugao) in vitro de Proteinas.

Os receptores utilizados para os ensaios de GST pull down foram sintetizados
utiizando-se o kit de transcricdo e tradugdo in vitro (TNT T7-Quick coupled

Transcription/Translation System-Promega). Nesta técnica, plasmideos contendo o cDNA
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do PPAR regulados pelo promotor da RNA polimerase do bacteriofago T7 sao
adicionados a um sistema que contém toda a maquinaria necessaria para a transcrigao e
traducdo de proteinas. Esse sistema consiste de um lisado de reticuldcitos de coelho
suplementado com 40 uM de ZnCl, e aminoacidos (exceto a metionina), RNA polimerase
do bacteriofago T7, ribonucleotideos, e um inibidor de RNAse (RNAsin). A metionina
radiomarcada com enxofre 35 (**S-Met, Amershan. Pharmacia) foi adicionada somente no
momento da reacdo de sintese dos receptores. As reacbes foram realizadas em
microtubos de centrifuga de 1,5 mL com adi¢ao de 1-2 ug do plasmideo aos componentes
necessarios para a transcrigao e traducao, seguindo-se uma incubagdo em banho-maria a
30°C por 90 minutos. Apos o término da reagéo, foram coletadas amostras (1-2uL) para a
realizacao da eletroforese de proteinas para verificacdo da eficiéncia da sintese em SDS-
PAGE.

3.4 - Eletroforese de Proteinas em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de
Saédio (SDS)

A eletroforese de proteinas, em gel de poliacrilamida sob condigbes desnaturantes -
na presenca de SDS -, foi utilizada para confirmar a eficiéncia da sintese protéica in vitro,
tamanho das proteinas sintetizadas e o ensaio GST pull down. As proteinas foram
submetidas a separacao eletroforética segundo protocolo descrito por Laemmli (LAEMMLI,
1970). Apos a corrida eletroforética, para a analise das proteinas radiomarcadas ou das
reagcdes de GST, o gel foi fixado em uma solugcdo de 30% de metanol e 10% de acido
acético glacial durante 30 minutos, sendo em seguida colocado pelo mesmo periodo de
tempo em uma solugdao amplificadora (Amplify, Amershan), utilizada para intensificar a
transmissao da energia radioativa e secado a seguir a vacuo sob uma folha de papel de
filtro a 80°C por 40 minutos (Geldryer, Biorad). O gel, ja seco, foi colocado em uma placa
radiografica juntamente com um filme de raio-X (Kodak) e submetido a autoradiografia a -
80°C por um periodo de 12 horas para analise da eficiéncia da sintese de proteinas, e por

12-96 horas para analise do ensaio GST pull down.
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3.5 - Expressao e Purificagao de Proteinas Recombinantes em Escherichia coli

Nesse trabalho as proteinas de fusdo com glutationa-s-transferase (GST) utilizadas
foram expressas em E. coli e purificadas segundo protocolo descrito abaixo. Essas
proteinas de fusdo com GST sdo proteinas quiméricas, onde o gene que codifica a
proteina de interesse é clonado na mesma fase de leitura do gene que codifica a proteina
GST no plasmideo pGEX. Ao ser expresso, esta fusdo de genes da origem a uma unica
proteina composta pelo GST na sua por¢ao amino-terminal e pela proteina de interesse na

carboxi-terminal.

Para isto, 50 pL de bactérias E. coli, cepa BL21, foram transformados com 1-2 ug
de um dos plasmideos, PGEX e PGEX-SRC1 (381-882), que expressam os fragmentos
das proteinas GST e GST-SRC1. Para tanto, as bactérias e o DNA plasmidial foram
incubados no gelo por 30 min, logo em seguida a 42°C por 2 min, e imediatamente
transferidas e incubadas em gelo por mais 2 min. O numero indicado entre parénteses
representa o numero inicial e final dos aminoacidos das respectivas proteinas. Esses
fragmentos contém a regido da proteina capaz de se interagir com os receptores
nucleares. A colbnia isolada foi inoculada em 5 mL de meio de cultura 2x LB (pré-indculo)
e colocadas para crescer por 6-10 horas a 22°C para que a proteina de fusao fosse
expressa. Apos o término desse periodo, 5 mL do pré-indculo foram transferidos para dois
frascos de 500 mL de 2X LB com ampicilina. Ao final desse periodo, o meio contendo as
bactérias foi centrifugado a 5700 x g por 20 min, o sedimento foi ressuspendido com 10 mL
de tampao TST 1X (Tris 50 mM, NaCl (Sigma) 150 mM e Tween-20 0,05%). Foram
adicionados 500 pL de lisozima (10 mg/mL) em cada suspensao de bactérias e o volume
final foi incubado a 4°C por 20 min sob agitacédo para lise celular. Em seguida, o lisado foi
colocado em disruptor celular (Ultrasonic Processor,Sonics) em ciclos de 20s no nivel 5,5
com intervalo de 5 minutos entre cada pulso, num total de 4 ciclos e separado por
centrifugagéo a 12.000 rpm por 30 minutos. Concomitantemente, 665 uL de microesferas
de sefarose (beads) de glutationa foram preparados para serem misturados ao lisado.
Para isto, as microesferas foram lavadas com 5 volumes de TST 1X e separadas por
centrifugagéo rapida (5000 rpm por 2 minutos). Em seguida, para que pudessem interagir

com o GST da proteina, essas microesferas foram ressuspensas em 500 uL de TST 1X e
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adicionados ao sobrenadante da cultura. Essa incubacéao foi mantida a temperatura de 4°C
durante 2 horas. As microesferas foram separadas e coletadas por centrifugagdo 5000 rpm
por 5 minutos e lavadas 3 vezes com 20 mL de TST 1X. Apéds as lavagens as microesferas
foram ressuspensas em 600 uL de TST 1X contendo 1 mM de DTT, 0,5 mM de PMSF,
1:1000 de coquetel inibidor de protease (SIGMA) e 1 mL de glicerol. As microesferas
contendo as proteinas de fusdo foram armazenadas a -20°C até o momento da sua

utilizacdo nos ensaios de interacao proteina-proteina em solucgéao.

3.6 - Ensaio de interagdo proteina-proteina em solugdo (GST Pull Down Assay)

O ensaio de GST Pull Down, simplificadamente chamado de GST, é utilizado para
verificar a capacidade de duas proteinas se interagirem in vitro. Para isto, utilizam-se duas
proteinas, sendo que uma delas necessita estar fusionada a GST e a outra deve estar
radiomarcada, neste caso o PPARY marcado. A proteina fusionada a GST funcionara
como uma “isca” e a proteina radiomarcada sera a “presa”’ a ser “pescada”. A proteina de
fusdo funciona como uma isca porque esta fixada a uma particula pesada de
aproximadamente 45-165 um - microesferas de sefarose (beads), com moléculas de
glutationa (substrato da proteina GST) na superficie -, que facilita sua precipitacdo e
separacao da solucédo estudada. O preparo da proteina de fusdo fixada a uma particula
pesada utiliza-se do proprio processo de purificacdo da proteina de fusdo, conforme foi
descrito no item anterior.

Desta forma, esse ensaio consiste em incubar a isca (microesferas-GST-
proteina de fusdo, no caso especifico, proteinas co-reguladoras) com a proteina
radiomarcada sintetizada in vitro (PPAR), no tampao de ligacdo (GBB - TST 1X, 0,1%
Triton X-100, 0,1% NP-40, 1TmM DTT, 0,5 mM PMSF e 1:1000 de coquetel de inibidores de
protease - SIGMA) por um periodo de 2 h a 4°C. Apos esse periodo, as microesferas com
a proteina de fusdo associada ou ndo as proteinas sintetizadas in vitro, foram
centrifugadas e o material precipitado lavado 6 vezes com tampao de ligagdo, para
remocao de proteinas que fizeram ligagdes inespecificas, ou seja, onde a proteina
radiomarcada ndo se ligou as microesferas contendo glutationa. Caso a proteina
radiomarcada fosse capaz de se interagir com a proteina de interesse esta seria
precipitada. Se ndo ocorresse a interagao, nao seria possivel “pescar’ nenhuma proteina,

pois esta seria eliminada durante as lavagens ( FIGURA 11).
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Ao final da ultima centrifugacéao, foi adicionado um tampéao para desnaturagao das
proteinas (Tris 0,25M, pH 6,8, SDS 4%, glicerol 40%, B-mercaptoetanol 10% e azul de
bromofenol 0,005%) e colocadas em agua em ebulicdo por 5Smin e aplicadas em gel de
poliacrilamida a 10% e submetidas a eletroforese. Os géis s&do secos em um Gel Dryer
(BioRad), e uma vez secos foram expostos a filme radiografico (Kodak) e revelados apds o
periodo de 5 a15 dias.

Além disto, com a finalidade de verificar-se quanto da proteina sintetizada in vitro
interagiu com a proteina de fusdo, no momento da andlise da reacdo de GST em SDS-
PAGE, é aplicado, em um pogo separadamente, 10 a 33% da quantidade total de proteina
radiomarcada utilizada em cada reagao. Esse pogo € denominado de input e nada mais é

do que uma quantidade conhecida de PPAR aplicada diretamente no SDS-PAGE.

b)

Bead -Glutationa

GST-CoA + PPARy

Figura 11: Desenho esquematico do ensaio de GST com co-ativadores. Neste exemplo foi utilizado

o co-ativador GST-SRC1 para avaliar a capacidade de ligacdo do PPARYy (radiomarcado com 35S) aesta
proteina, na auséncia (a) e na presenca (b) de CF1. Nota-se que, na auséncia do ligante, o PPAR nao
interage com o co-ativador e a adicao de CF1 promove esta interagao.
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3.7 - Analise Estatistica

Os dados apresentados representam as médias dos experimentos + erro padrao de
pelo menos trés ensaios em tripicata. Os dados foram analisados pelo teste de analise de
variancia (ANOVA) utilizando as multiplas comparagdes seguido de Newman-Keuls

Multiple Comparision por meio do software GraphPad Prism 3.0.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

O fornecimento de substancias de origem vegetal com aplicagdo no tratamento de
doencgas tem sido de grande interesse na medicina tradicional. O promissor mercado de
fitoterapicos atinge na Europa e na Asia aproximadamente sete bilhdes e quatro bilhdes de
ddélares ao ano respectivamente, mas o maior crescimento de utilizagao de fitoterapicos é
observado nos Estados Unidos, aonde cerca de 60 milhdes de americanos fazem uso dos
mesmos

Sabe-se ainda que grande parte dos farmacos de origem sintética esta
estruturalmente relacionada a compostos isolados de origem vegetal. Tais dados
demonstram a importancia do estudo farmacoquimico de extratos de plantas na medicina
(GYVIND M. ANDERSEN, 2006).

O isolamento de chalconas, um importante grupo dos flavondides tem sido
vastamente estudado pelas suas variadas atividades medicinais (STEVENS, 2000), dentre
essas antiinflamatéria (HERENCIA, 1998), antioxidante (HARAGUCHI, 1998) e inibidora
da atividade contra o diabetes (LIM, 2000). Estudos feitos em modelos animais com
Diabetes mellitus mostraram que chalconas sintéticas foram capazes de reduzir a
agregacao plaquetaria e diminuigdo de aldose redutase (marcadores do diabetes), embora
0 processo molecular ndo tenha sido completamente elucidado (LIM, 2000), com isso a
procura pela resposta do mecanismo pelo qual as moléculas atuam torna-se cada vez
maior.

Pelas caracteristicas anteriormente citadas com relagdo as chalconas, vé-se que
estas mostram um grande potencial para agirem em receptores nucleares PPAR, isso se
da por estes estarem ligados diretamente a processos do metabolismo lipidico e a sua
disfungdo podem gerar enfermidades como o diabetes e processos inflamatorios.

Considerando os dados relatados acima, chalconas foram investigadas para avaliar se
estas poderiam apresentar algum tipo de atividade no receptor PPAR (a,y € [3).

Para verificar a agdo das chalconas sintéticas nos receptores PPARQ, Y e O foram

realizados experimentos com células U937, as quais foram co-transfectadas do modo ja

descrito em materiais e métodos anteriormente. Estas células foram escolhidas de acordo
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com a literatura, pois se mostram um modelo efetivo no estudo da regulagao transcricional
mediada pelos PPARs (HORNUNG, 2001).

Primeiramente foi construida uma curva-dose resposta para o ligante sintético do
PPARY, a troglitazona (TRO), para verificar o funcionamento adequado do ensaio de gene-
repérter. Pode-se depreender da figura 12 que a troglitazona ativou o receptor, e
apresentou um ECsy de 4,5 x 107'M. Este resultado estd de acordo com a literatura
(HERMAN, 2002). Assim, foi determinado que a concentracdo a ser utilizada nos

experimentos do presente trabalho seria 10°M, que promoveu a maxima ativacdo do

PPARY.
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Figura 12: Curva dose resposta do ligante no receptor PPARYy.

As células U937 foram co-transfectadas com 2 ug do vetor de expressdo PPARy e 3 ug do gene-reporter da
luciferase dirigido pelo PPRE-tk-luc, e incubadas durante 24h com concentragdes crescentes de troglitazona.
Dados apresentados como média + erro padrao de trés experimentos realizados em triplicata.

Em seguida, foi estudada a possibilidade de as chalconas apresentarem um efeito
agonista sobre o PPARY. Para tanto as células U937 foram tratadas com doses crescentes

(10°M a 10°M) de solugdes das chalconas (Figura 13).

Como pode ser observado, quando as células foram tratadas com CF1 (Figura 13a)
ou CF3 (figura 13b) houve ativacado dose-dependente no PPARY. A CF1 ativou o receptor
com poténcia semelhante (4,1 + 0,5) e a CF3 com poténcia inferior (2,8 £ 0,5 vezes) a da
TRO (4.6 = 0,5 vezes). As chalconas CF4, CF7 e CF10, em contraste, ndo apresentaram
atividade agonista. Observou-se que a concentracdo onde ocorreu a maior atividade foi

10°M para todas as chalconas testadas.
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Esses resultados sugerem que CF1 e CF3 atuem de forma agonista em PPARY,
pois o tratamento das células U937 aumentou de forma dose-dependente a atividade

transcricional do gene-reporter PPRE-tk-luc sobre PPARY.
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Figura 13: Curva dose-resposta da CF1 (a) e CF3 (b) no receptor PPARYy.
Células U937 foram co-transfectadas com 2 ug do vetor de expressdo PPARYy e 3 ug do gene-reporter da
luciferase dirigido pelo PPRE-tk-luc, e incubadas durante 24h com concentragdes crescentes de CF1 ou
CF3. Dados apresentados como média + erro padrao de trés experimentos realizados em triplicata.

As solugbes de chalconas foram também avaliadas em ensaios de gene-reporter
em que células U937 foram transfectadas com o plasmideo que contém o gene-repérter da
luciferase dirigido pelo promotor do citomegalovirus (CMV-luc). Esse promotor é ativo
constitutivamente, e ndo tem sua atividade influenciada por agonistas de PPAR.

Nenhuma das chalconas testadas modificou a atividade transcricional do promotor
do CMV na concentracdo 10°M (Figura 14). Entretanto, na concentragdo de 10“*M de CF1
e CF3, houve diminuigao da atividade transcricional do promotor do CMV, e diante desses
resultados essa concentragdo nao foi testada nos ensaios de gene reporter para avaliar a

atividade do PPARY.
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Figura 14: Auséncia do efeito toxico das chalconas nas células U937.
Células U937 foram transfectadas com 2,5 ug do vetor CMV-luc, e incubadas por 24 horas com as chalconas
na concentracdo 10°M. Dados apresentados como média + erro padrao de trés experimentos realizados em

triplicata.

Posteriormente, foram realizados ensaios na auséncia e presenga do receptor
PPARYy, visando avaliar se a resposta obtida por CF1 e CF3 ndo decorreram de uma
ativacao inespecifica do promotor PPRE-tk-luc. Na Figura 15 observa-se que na auséncia
de PPARYy transfectado, troglitazona n&o ativou a transcricdo de PPRE-tk-luc, CF1

apresentou uma pequena ativagao de 2,6 + 0,2. Contudo quando as células foram co-

transfectadas com o gene-repérter PPRE-tk-luc e o vetor de expressao para o receptor
PPARY, a troglitazona, CF1 e CF3 apresentaram uma taxa de ativacédo de 4,5 £ 0,2, 4,2 +
0,5 e 3,6 £ 0,5, respectivamente. Esses resultados sugerem que os efeitos de CF1 e CF3
sobre a transcricdo ocorrem por meio da ativacdo do PPARY. Dessa forma, pbde-se
verificar que a atividade de CF1 e CF3 n&o ocorre de forma inespecifica ao PPARY, pois

apesar de observar uma atividade de CF1 na auséncia do receptor PPARY, a adicéo
do receptor promoveu uma ativagao significativamente maior da transcrigdo (ativacéo de
4,6 +£0,5).
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Figura 15: Atividade da CF1 e CF3 na presenga e auséncia do receptor PPARy.

Células U937 foram co-transfectadas com 3 ug do gene repoérter da luciferase dirigido pelo PPRE-tk-luc na
auséncia e presenca de 2 ug do vetor de expressdo PPARYy, e incubadas durante 24h com veiculo, TRO
10°M, CF1 e CF3 10°M . Dados apresentados como média * erro padrdo da média de trés experimentos
realizados em ftriplicata. * p < 0,01 vs veiculo; # p < 0,005 vs CF1 na auséncia de transfecgao do vetor de
expressdo do PPARYy .

As células U937 expressam PPARYy, e o receptor endégeno poderia explicar esta
pequena ativacado da transcricdo mediada por PPARy de CF1, pois apesar de mostrar-se
diferente estatisticamente do controle negativo (veiculo) ndo houve diferengca em relagao
ao controle positivo TRO.

Para avaliar se as chalconas promoveriam uma atividade antagonista da ativagao
promovida pela TRO no PPARY, as células U937 foram tratadas com as chalconas na

concentracdo 10°M na auséncia ou presenca do ligante sintético TRO na concentragdo
10°M (Figura 16).
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Figura 16: Atividade das chalconas na auséncia ou presenca de TRO no receptor PPARY.
Células U937 foram transfectadas com 2 ug do vetor de expressao e 3 ug do gene-reporter da luciferase
dirigido pelo PPRE-tk-luc e incubadas durante 24h com veiculo,TRO 10 M, chalconas 10°M ou TRO 10°M
com as chalconas 10°M. Dados apresentados como média + erro padrao de trés experimentos realizados
em triplicata. * p < 0,001 vs veiculo, # p < 0,001 vs TRO.

Apenas as chalconas CF1 e CF3 (10°M), corroborando com os resultados das
curvas dose-respostas obtidas (figura 13), apresentaram atividade agonistas no receptor
PPARY. As taxas de ativagdo foram CF1 4,6 + 0.3 e CF3 3,4 + 0,2 em relacdo ao controle
TRO (10°M) (5,4 + 0,2). Como pode ser observado na figura 16, ndo houve efeito
antagonista das chalconas no receptor PPARY, todavia, as chalconas CF1 e CF3, ao
serem adicionadas as células, na presenca do ligante TRO, apresentaram um efeito
sinérgico na atividade. As taxas de ativagdo de CF1 e CF3 (10°M) na presenca de TRO
(10"°M) foram, respectivamente, 14,7 + 0,6 e 15,3 + 0.8 em relacéo ao controle TRO (5,4 +
0,2).

Ligantes sintéticos de PPARY, como a troglitazona, apresentam atividade
hipoglicemiante (CHOU, 2007), além de estarem envolvidas com atividade antiinflamatéria
devido a inibicdo de citocinas (JIANG, 1998) e inibicdo de macréfagos (RICOTE, 1998).
Estudos mostram que TZD contendo anéis do tipo flavonoidicos possuem atividade
antidiabética (BOZDAG, 2000). Compostos sintetizados mimetizando uma parte da

molécula de TZD e outra parte de chalconas mostraram aumentar essa atividade biologica
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(JUNG, 2007). Com isso, observamos que o efeito sinérgico sugerido por CF1 e CF3 na
Figura 16 consiste em importante resultado, pois além de apresentarem um efeito
agonista no receptor essas moléculas apresentam um grande potencial para formar uma
nova molécula com as TZD.

Uma nova classe de farmacos esta sendo desenvolvida onde o alvo seria ativar as
isoformas A e Y no intuito de produzir simultaneamente efeito antidiabético e promover a
protecao cardiovascular, por meio da diminuigao dos triglicerideos, aumento dos niveis de
HDL promovendo um aumento da protecdo cardiaca e melhora da sensibilidade a insulina
(FIEVET, 2006; HUMPHRIES, 2006; KENDALL, 2006). Um exemplo deste agonista é o
ragaglitazar (CHAKRABARTI, 2003) que apresentou uma melhora na hiperglicemia,
hiperinsulinemia e nas anormalidades do metabolismo lipidico em animais Zucher, porém
apresentou efeitos indesejados como: anemia, ganho de peso, formagédo de edema além
de propensdo ao desenvolvimento de cancer urotelial, o que levou a retirada deste

medicamento do mercado (BALAKUMAR, 2007).

Os pan-agonistas também estao sendo alvo de estudo, onde as trés isoformas (Q,y

e ) atuariam em conjunto, e séo capazes de aumentar a sensibilidade a insulina, inibir a
arteriosclerose e prevenir isquemia cardiaca (TENENBAUM, 2005a; TENENBAUM, 2005b;
NAGASAWA, 2006), como exemplo tem-se o GW-625019 e PLX-204 que ainda
encontram-se em fase de testes para o tratamento do diabetes e complicagcbes
cardiovasculares (POURCET, 2006).

Os agonistas duplos, compostos que possuem a seletividade e a atividade agonista
balanceadas, podem no futuro ser uma opg¢ao na terapéutica do diabetes e complicacdes
cardiovasculares, assim com os pan-agonistas (BALAKUMAR, 2007).

Nesse sentido, nesta dissertagédo, foi investigada a possibilidade das chalconas
ativarem de forma agonista as outras isoformas como foi visto no PPARY. Foi avaliado o
efeito das chalconas sobre as isoformas 0 e ® do PPAR, utilizando-se como controle
positivo da ativacdo do receptor o ligante sintético bezafibrato (BEZA). Como pode ser
observado na figura 17 o BEZA ativou o PPARa (A) com ECs 5,5 X 10°M e o PPARD (B)

com ECsp 9,2 X 10'M. A maxima ativacdo das duas isoformas foi observada quando as
células foram incubadas com 10*M de BEZA, essa foi a concentragéo do ligante utilizada

nos experimentos subsequentes.
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Figura 17: Curva dose-resposta do bezafibrato no receptor PPARa (A) e PPARS (B).

Células U-937 foram co-transfectadas com 2 pg do vetor de expressdo do PPARQ ou ® e 3 ug do
gene-reporter da luciferase dirigido pelo PPRE-tk-luc, e incubadas durante 24h com concentragdes
crescentes de bezafibrato. Dados apresentados como média + erro padrao de trés experimentos realizados
em triplicata.

A mesma avaliagcéo feita em PPARY (Figura 16) foi repetida, porém no receptor
PPARA. Os resultados apresentados na Figura 18 mostram que nao houve ativagao das
chalconas no receptor PPARQ.

Com o intuito de verificar a atividade antagonista, ao adicionar-se as chalconas ao
PPARQ na presenga do ligante BEZA, o resultado observado foi que nenhuma chalcona
apresentou efeito antagonista. Porém CF1 apresentou um efeito sinérgico quando
adicionada ao PPARAO na presengca de BEZA (atividade de BEZA 10*M 4,4 + 04 e
atividade da CF1 10°M na presenca de BEZA 11,2 + 0.1). Entretanto, a chalcona CF3,

também na presenga de BEZA, apresentou uma ativagdo maior (6,8 + 0,8) do que o

controle positivo, mas bem menor do que a chalcona CF1 na presenga de BEZA.
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Figura 18: Atividade das chalconas sobre o PPARQO na auséncia ou presen¢a de bezafibrato.

Células U937 foram co-transfectadas com 2 ug do vetor de expressao do PPARA e 3 ug do gene-reporter da
luciferase dirigido pelo PPRE-tk-luc e incubadas durante 24h com veiculo, bezafibrato (10'4M), apenas as
chalconas (10'5M) ou chalconas na presenga de bezafibrato. Dados apresentados como média * erro padrao
da média de trés experimentos realizados em triplicata. * p < 0,05 vs veiculo; # p< 0,01 vs BEZA.

Apesar de CF1 nao ter apresentado um efeito agonista em PPARQ, apresentou um
efeito sinérgico na presenca de BEZA. Estudos mostraram que a combinacao dos fibratos
com chalconas sintéticas em PPARQ derivaram um grupo de ligantes que proporcionaram

um efeito hipolipidémico (LI, X. H., 2007). Assim a possibilidade da construgdo de um

composto bezafibrato e chalcona seria interessante para disfungdes como a dispilidemia.

Na figura 19 pode-se depreender que nenhuma chalcona apresentou atividade no
receptor PPARD. Entretanto, na presenga do ligante BEZA, CF1 teve a mesma agio
sinérgica como mostrada anteriormente para o PPARQ (figura 18). CF1 e CF3 na

concentragdo 10°M apresentaram um efeito sinérgico da atividade transcricional quando o
tratamento das células U937 foi feito em conjunto com o ligante BEZA10“M. A ativacdo do
ligante BEZA foi de 4,5 £+ 0.2 e das CF1 e CF3 na presengca de BEZA foram,
respectivamente, 11,2+ 0.8e 6,5+ 1.1.
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Figura 19: Atividade das chalconas na auséncia e presenca do bezafibrato no receptor PPARSD.
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Células U937 foram co-transfectadas com 2 pg do vetor de expressdo do PPARD e 3 ug do gene-repérter da
luciferase dirigido pelo PPRE-tk-luc e incubadas durante 24h com veiculo, bezafibrato (10'4M), apenas as
chalconas (10‘5M) ou chalconas na presenca de bezafibrato. Dados apresentados como média + erro padrao
da média de trés experimentos realizados em triplicata. * p < 0,05 vs veiculo; # p< 0,01 vs BEZA.

Especificidade de CF1 e CF3 por PPARY

Com o objetivo de avaliar a especificidade da CF1 e CF3 para PPARYy, foram

testadas estas moléculas em diferentes receptores nucleares. Nao foi observada atividade

dessas chalconas, na concentragdo de 10°M no receptor de estrogénio (isoformas a e p),

receptor do hormoénio tireoideano (isoforma ) e sobre o gal-RXR (Tabela 1).

Controle Conc. Ativacao
controle CF1 (10°M) | CF3 (10°M)
ERa Estradiol 10-7M 49+0,4 1,6 £0,4 1,4+0,1
ERB 10-7M 24+03 1,4+0,3 1,4+0,2
TR T3 10-7M 5,6 £0,5 1,7+£0,3 1,5+0,1
Gal-RXR 9-cis 10-6M 10,8 £2.8 1,4+0,2 1,2+0,4

Tabela 1: Ativagio das chalconas CF1 e CF3 e dos controles positivos nos respectivos receptores.

52



Dessa maneira, os resultados sugerem que CF1 e CF3 atuem de forma especifica
para o receptor PPARY (Figura 20). Para excluir a possibilidade de os efeitos das
chalconas terem decorrido de ativagdo do RXR, uma vez que a ativagdo da transcricao
pelo PPARY envolve sua heterodimerizagéo, as células U937 foram co-transfectadas com
o vetor de expressao da proteina GAL-RXR, constituida pelo DBD do fator de transcricao
de leveduras GAL4 e o LBD do PPARY, e o elemento responsivo ao GAL5 dirigindo o

promotor da luciferase. Ndo houve ativagdo do LBD do RXR pelas chalconas, indicando

que esses compostos nao atuam como agonistas de RXR.
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Figura 20: Atividade de CF1 e CF3 em diferentes receptores nucleares.
Células U937 foram co-transfectadas com 2 ug do plasmideo de expressao para ERa, ERB, TRp e gal-RXR,
e com 3 ug do plasmldeo reporter ERE-tk-luc, TER-tk-luc ,gal-RXR . As células foram tratadas por 24 horas
com veiculo, 10'M E2, 107M T3 e 10°M de 9-cis retindico. Cada ponto representa a media + erro padréo de
trés experimentos. * p < 0,05 vs veiculo; # p< 0,05 vs TRO.

CF1 e suas interagdoes com proteinas co-reguladoras

Considerando que a ativagéo da transcrigdo génica mediada pelo PPARY ativado
ocorre por meio da interacdo com proteinas co-ativadoras e os resultados dos ensaios de

gene-repodrter indicaram atividade agonista da CF1 sobre o receptor, foi avaliada a

interagdo in vitro entre o PPARY e o co-ativador SRC1 na presencga da CF1 107°M.
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Para isso, foram realizados ensaios GST pull down (MUKHERJEE, 2000), (Figura
21) e foi verificado que a CF1 foi capaz de promover a interagéo entre g PPARY e GST-

SRC1 de forma idéntica a troglitazona. A interagao entre o receptor e o co-ativador foi mais
acentuada na presenga simultanea de troglitazona e CF1 do que na presenca de cada um
dos compostos isoladamente. Esses resultados corroboram aqueles observados nos

ensaios de gene-repoérter e indicam a possibilidade de a ativagdo da transcricdo pelo

PPARY na presenca de CF1 ocorrer por meio do recrutamento de proteinas co-ativadoras.

GST
SRC1

Input
33%

TRO+ ‘

Veiculo TRO CF 10™°M Veiculo TRO CF10°™M  CF10°M CF1

3>S-PPARY

Figura 21: CF-1 promove interagao direta do PPARy com o coativador SRC-1.

Experimentos de GST pull-down avaliando a interacao entre 35SPPARY e GST-SRC1 na presenca de
veiculo, troglitazona 10°M, CF1 10°M ou troglitazona e CF1 10°M e proteinas nucleares fusionadas a GST
(GST-SRCH1).
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta dissertacdo mostram que CF1 e CF3 na concentragao
estudada de 10°M apresentaram atividade agonista apenas para a isoforma PPARY e,
ainda, essa atividade ocorreu de forma dose-dependente desses compostos e especifica
para o PPARY, ja que n&o apresentaram atividade nos receptores de estrogénio, do

hormdnio tireoideano e do acido retindico. Estudos posteriores mais aprofundados de

Relacdo Estrutura-Atividade Quantitativa (QSAR) poderdo viabilizar o desenho de
moléculas agonistas de PPARY para utilizagado no tratamento de condigdes crénicas como

o Diabetes mellitus e a dislipidemia.
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6. PERSPECTIVAS

Estudos posteriores do mecanismo molecular do sinergismo de CF1 e CF3 com

Troglitazona ou Bezafibrato.

Cristalizacao do complexo protéico CF1 ou CF3 e PPARY.

Estudo envolvendo o desenvolvimento de uma nova molécula com CF1 ou CF3

com Troglitazona ou Bezafibrato.
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