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1. Introdugao:

A manutencdo da homeostase metabdlica é essencial para o correto funcionamento das
fungdes vitais do organismo. Ao nivel celular, os receptores nucleares (RN) exercem papel
fundamental na regulagdao da homeostase metabdlica pois atuam como fatores de transcrigdo
na modulacdo de expressdo de genes alvo. A disfuncdo desses receptores leva ao
desenvolvimento de quadros clinicos como a sindromes metabdlica (SM), que gera o aumento
da probabilidade de doencas cardiacas, acidente vascular cerebral, obesidade e resisténcia a
insulina (Elabbassi., 2018).

Nesse cendrio, o RN PPARy (receptor ativado através de proliferadores de peroxissomos
gamma) atua como fator de transcri¢cdo na regulacdo de genes relacionado ao metabolismo de
lipideos, carboidratos, e proteinas tendo papel fundamental no desenvolvimento e
diferenciacdo celular. (Tavares et al., 2007). Por estar envolvido em diferentes fungbes
metabdlicas, é alvo dos farmacos da classe das tiazolidinedionas, usados amplamente no
tratamento de pacientes com diabetes do tipo Il e enfermidades relacionadas. Nos ultimos anos,
a administragdo desse farmaco tem ganhado debate entre os pesquisadores por levar a efeitos
maléficos, além daqueles propostos inicialmente no tratamento. Por isso, o estudos que visam
novos mecanismos de regulacdo desse receptor, sdo de extrema importancia para o melhor
tratamento dos pacientes (Soccio et al., 2014 e Cariou et al., 2012).

Estudos recentes mostram que as modificagdes pods-traducionais ocorridas no PPARy
regulam seu funcionamento (Qiang et al., 2012). Essas modifica¢cdes tem despertado interesse
da comunidade cientifica dado os seus efeitos benéficos ao organismo destacando-se, a
sensibilizacdo a insulina e ao Browning do tecido adiposo branco. Esses efeitos sdo causados
pela acdo da desacetilase SIRT1 (sirtuina 1), responsavel pela desacetilacdo dos residuos K268 e
K293 do PPARy. Os efeitos dessas modificacdes levam ao recrutamento diferencial de
correguladores que atuam em conjunto com PPARy, modulando assim, a expressao de genes
alvo desse receptor.

Os residuos K268 e K293 se encontram estruturalmente proximos e encontram-se no
dominio de ligacdo ao ligante do PPARy. Esse dominio é conhecido por ser regulado por
moléculas produzidas pela célula ou pela administracdo de ligantes como os farmacos
tiazolidinedionas. Apesar do fato desses residuos serem alvo da desacetilase, as interfaces de
interacdo responsaveis pela atividade de SIRT1 no PPARy, bem como os residuos de interacdo
entre elas ainda é desconhecido (Figura 1). Por isso, esse trabalho tem como objetivo a
producdo e caracterizagdao de mutantes acetil-miméticos de PPARy humano para estudos de
afinidade e estruturais em conjunto com SIRT1.
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Figura 1. Estrutura cristalografica de SIRT1 e PPARYy. SIRT1 contém um dominio de desacetilacdo
conservado e um regidao N-terminal. PPARy contém um dominio de ligagdao ao ligante e ao DNA
unidos por uma regido flexivel.

2. Estado da arte.

A familia das sirtuinas sdo desacetilases encontradas em diferentes organismos e sdo
conhecidas por atuarem em processos envolvidos na longevidade celular. Estudos recentes
mostraram que a sirtuina 1 (SIRT1) humana esta diretamente envolvida no processo de
Browning do tecido adiposo branco, sendo este, com potencial terapéutico para pacientes
obesos e resistentes a insulina. Esse efeito é causado pela desacetilacdo das lisinas 268 e 293 do
PPARYy. Ligantes agonistas de SIRT1 e PPARy como resveratrol e rosiglitazona, sdo descritas na
literatura por aumentarem a interacdo entre SIRT1 e PPARy, porém o mecanismo e as interfaces
dessa interagdo entre essas proteinas se encontram em questionamento. Uma vez essas
interfaces descritas, novos ligantes que visam modular a interagdo entre elas e que ndo trazem
os efeitos adversos ja observados, poderdo ser engenheirados e futuramente utilizados como
tratamento alternativo em pacientes obesos e resistentes a insulina.

3. Objetivos

Objetivo geral: Elucidas estruturalmente as bases moleculares das modificagbes pds
traducionais do PPARy por SIRT1 no contexto da obesidade e resisténcia a insulina.

Objetivos especificos:

1. Clonagem dos mutantes miméticos da acetilacdo/desacetilagdo do PPARy

2. Obten¢do dos mutantes.

3. Caracterizacgdo biofisica da acetila¢gdo e desacetilagdo do PPARYy.

4. Participagdo no célculo da afinidade por polarizacdo de fluorescéncia e obten¢do do complexo
PPARy:SIRT1 com parceiro Caique Malospirito (Figura 2).



4. Metodologia

Clonagem: A producdo das proteinas mutantes serdo geradas através da troca dos residuos
alvos por aqueles que mimetizam as caracteristicas quimicas da acetilacdo e desacetilagao
PPARy humano. Serdo gerados através da técnica de mutagdo sitio dirigida nos vetores de
expressao de PPARy presentes no laboratdrio.

Obtencdo: Expressao e purificacdo dos mutantes miméticos utilizando cepas de expressao BL21
e por cromatografia liquida de exclusdo molecular respectivamente, utilizando protocolos ja
padronizados no laboratério. Efetuando as devidas adaptagGes caso haja necessidade.
Caracterizagdo Biofisica: Calculo do raio hidrodindmico por espalhamento de luz dindmico,
ultracentrifugacdo analitica e pelo multidetector OMNISEC e determinacdo da estrutura
secundaria dos mutantes por dicroismo circular.

Determinagdo da afinidade: Calculo da constante de dissocia¢do (Kp) através de polarizagdo por
fluorescéncia. A proteina SIRT1 serd marcada pelo fluoréforo FITC e adicionada a concentragdes
crescentes de PPARy selvagem e mutantes acetil-miméticos. As leituras serdo realizadas no
leitor de microplaca CLARIOstar.
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