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Resumo 

 A integrina 41 (VLA-4) é um alvo terapêutico em potencial devido ao seu 

envolvimento em uma variada gama de processos fisiopatológicos, principalmente 

inflamação e auto-imunidade. Várias estratégias de inibição e bloqueio da ligação do 

VLA-4 aos seus ligantes naturais, VCAM-1 e fibronectina em particular, já foram 

propostas, visando à diminuição da migração de células inflamatórias em 

quantidades excessivas, aos sítios de infecção ou inflamação. 

 No presente trabalho, analisamos a estrutura do VLA-4 e sua interação com 

os ligantes citados através de docking molecular, e seu comportamento energético 

através de simulações por dinâmica molecular. 

 Nossos resultados comprovam a eficácia do modelo construído, no sentido de 

reproduzir o comportamento fisiológico dessa integrina e respeitando dados 

experimentais descritos na literatura. As energias mais favoráveis foram obtidas pelo 

ligante VCAM-1 e pelo composto peptídeo-mimético 4-[N'-(2-

metilfenil)ureido]fenilacetil-LDV, mostrando a fidelidade do modelo na 

reprodutibilidade de alguns dos resultados obtidos em experimentos in vitro.  

 A estrutura tridimensional nos permitiu analisar os resíduos relevantes e os 

tipos de interação mais freqüentes. Observamos que os compostos da família PUPA 

mantiveram uma maior estabilidade, indicando que o grupamento adicionado na 

extremidade N-terminal apresenta interações importantes, que devem ser 

consideradas no desenho de novos compostos inibidores.  

 Em outra fase do trabalho, simulamos através de dinâmica molecular a 

movimentação do complexo receptor-ligante, visando o cálculo da energia livre. Os 

resultados desse estudo termodinâmico também apontam o PUPA-LDV como 

melhor ligante, quando comparado aos outros compostos estudados. 
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Abstract 

 The 41 integrin (VLA-4) is a potential therapeutic target due to its 

involvement in a wide variety of physiopathological processes, mainly inflammation 

and autoimmunity. Several strategies have been proposed fof inhibition and blockage 

of VLA-4 binding to its natural ligands, VCAM-1 and fibronectin specifically, aiming 

the decrease of inflammatory cells migration to the infection sites in excessive 

quantities.  

 In the present work, we analyzed the VLA-4 structure and its interactions with 

the mentioned ligands through molecular docking strategies, and its energetics 

through molecular dynamics simulations. 

 Our results prove the efficiency of the model, whereas it reproduces the 

physiological behavior of this integrin, respecting the experimental data described in 

several papers. The most favorable energies were obtained by the VCAM-1 ligand 

and by the peptide-mimetic compound 4-[N'-(2-metilfenil)ureido]fenilacetil-LDV, 

demonstrating  the accuracy of the model, reproducing a part of the in vitro results. 

 The three-dimensional structure allowed analyzing the relevant residues, and 

the most frequent interactions. We observed that the PUPA family compounds 

maintained a better stability, indicating that the chemical group added in the N-

terminal extremity shows up important interactions, which must be considered in the 

design of new inhibitor compounds. 

 Through molecular dynamics, we simulated the receptor-ligand motions, 

aiming the free energy calculation. The results of this thermodynamic simulation point 

the PUPA-LDV as the better ligand, when compared to the other studied compounds.  
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 As integrinas são glicoproteínas transmembranares do tipo II, que 

atuam como moléculas de adesão celular e de adesão à matriz extracelular, 

apresentando um papel relevante em diversos processos fisiopatológicos. A família 

de integrinas very late antigen (VLA) é composta por, pelo menos, 11 membros 

amplamente distribuídos nos tecidos e que interagem principalmente com proteínas 

de matriz extracelular.  

A integrina 41 é expressa em várias células do sangue, incluindo linfócitos, 

e medeia a ligação ao domínio CS-1 da fibronectina e ainda à molécula  VCAM-1. 

Esse receptor é importante para o desenvolvimento dos linfócitos, recrutamento dos 

leucócitos, inflamação e outras situações que requerem a adesão celular ao 

endotélio vascular (Humphries et al., 1995; Madri et al., 1996).  

Mediante o tratamento com anticorpos monoclonais contra o VLA-4 ou VCAM-

1, foi descrito com clareza o papel central do VLA-4 em modelos animais para 

doenças inflamatórias crônicas como a doença pulmonar alérgica, o que sugere que 

essa integrina poderia ser um alvo terapêutico para o tratamento da asma, artrite 

reumatóide e esclerose múltipla, dentre outras doenças (Curley et al., 1999). 

 Diante das perspectivas de estudo e compreensão dos mecanismos 

moleculares de ligação do VLA-4 e dos resultados obtidos utilizando-se 

metodologias computacionais e teóricas no estudo de sistemas biológicos 

semelhantes (Feuston et al., 2002; Macchiarulo et al., 2004), propomos a mesma 

abordagem como alternativa e suporte à elucidação das interações e modos de 

ligação dessa integrina com compostos bioativos, visando ao auxilio na obtenção de 

novos inibidores do VLA-4. 

 Para facilitar a compreensão dos dados descritos na presente dissertação, 

abordaremos inicialmente uma série de aspectos relativos a essa integrina. 
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1.1 - Receptores de matriz extracelular: integrinas 

 A migração dos linfócitos é parcialmente controlada pelos componentes de 

matriz extracelular (MEC) e seus receptores. O direcionamento dessas células é, em 

parte, dependente da expressão diferencial desses componentes. Dentre as 

principais proteínas envolvidas nesse processo, certamente as integrinas 

representam um papel crucial. 

 As integrinas são glicoproteínas transmembranares, que atuam como 

moléculas de adesão celular e de adesão à matriz extracelular, apresentando um 

papel relevante em diversos processos fisiopatológicos. Dentre as proteínas 

expressas em metazoários, as integrinas são as mais abundantes e constituem uma 

das famílias mais estudadas e bem descritas. Cabe destacar que até os mais 

simples metazoários, como esponjas e cnidários apresentam integrinas (Burke, 

1999; Hughes, 2001). Entre os vertebrados desempenham ainda um importante 

papel na adesão célula-célula. Desde sua descoberta (Hynes, 1987), essa família de 

proteínas se tornou uma das mais bem conhecidas e estudadas, devido a sua 

enorme importância como potencial agente terapêutico no tratamento de diversas 

patologias, como por exemplo a esclerose múltipla, asma, trombose e alguns 

processos inflamatórios (Buckley and Simmons, 1997).  

 As integrinas podem servir ainda como receptores para alguns vírus e 

bactérias (Graham et al., 2005). Algumas, entretanto, são expressas em uma 

linhagem celular ou um tipo celular específico como, por exemplo, as integrinas da 

família 2, que são expressas essencialmente em células hematopoiéticas e a 

integrina E7, que é expressa primariamente por linfócitos T em tecidos de mucosa 

(Kilshaw, 1999).  
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Tabela 1 – Relação de integrinas e respectivos ligantes naturais. 

 

Integrina Ligante 

L* β2 ICAM 

M* β2 Fibrinogênio, ICAM, iC3B 

X* β2 Fibrinogênio, iC3B 

D* β2 VCAM, ICAM 

E* β7 E-caderina 

1* β1 (VLA1) Colágeno, Laminina 

2* β1 (VLA2) Colágeno, Laminina 

3 β1 (VLA3) Laminina, Fibronectina, Trombospondina 

4 β1 (VLA4) Fibronectina (CS-1), VCAM-1 

4 β7  Fibronectina, VCAM, MAdCAM 

5 β1 (VLA5) Fibronectina 

6 β1 (VLA6) Laminina 

6 β4 Laminina 

7 β1 Laminina 

8 β1 Fibronectina, Tenascina 

9 β1 Tenascina 

10* β1 Colágeno 

11* β1 Colágeno 

IIB β3 Colágeno, Fibronectina, Vitronectina, Fibrinogênio, Fator de Von 

Willebrand, trombospondina 

V β1 Fibronectina, Vitronectina 

V β3 Fibronectina, Vitronectina, Fibrinogênio, Fator de Von Willebrand, 

trombospondina 

V β5 Vitronectina 

V β6 Fibronectina, Tenascina 

V β8 Colágeno, Laminina, Fibronectina 

* Apresentam domínio I. Modificado a partir de Curley, Blum et al., 1999; Van Der Flier e Sonnenberg, 
2001. 

A família de integrinas VLA (very late antigen) é composta por, pelo menos, 

11 membros amplamente distribuídos nos tecidos e que interagem principalmente 

com proteínas de matriz extracelular. 
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Sua estrutura quaternária é composta por duas subunidades, chamadas α e 

β, associadas não covalentemente. Já foram descobertas 8 subunidades β e 18 

subunidades α, porém até o momento, somente 24 combinações estão descritas 

(Tabela 1) (Arnaout, 2002; Humphries et al., 2000; Hynes, 1992).  

A tabela 1 mostra uma série de integrinas cujos ligantes naturais já foram 

identificados. A fração mais importante de ambas as subunidades é extracelular, 

com aproximadamente 1000 aminoácidos (subunidade α) e 750 aminoácidos 

(subunidade β), enquanto a fração citoplasmática apresenta aproximadamente 20 

(subunidade α) e 50 aminoácidos (subunidade β). O comprimento do heterodímero é 

de aproximadamente 24 nm. A subunidade β4 é uma exceção, com um domínio 

intracelular de aproximadamente 1072 aminoácidos.  

O domínio N-terminal das subunidades  e  associam-se para formar a 

cabeça da integrina, a qual contém o sítio de ligação, enquanto o segmento C-

terminal atravessa a membrana plasmática e interage com o citoesqueleto e com 

proteínas de sinalização (Giancotti and Ruoslahti, 1999). A cauda citoplasmática da 

integrina é geralmente curta, exceto em 4, e sempre tem características 

enzimáticas. Portanto, a transdução de sinais por integrinas ocorre através da 

associação com proteínas adaptadoras que conectam a integrina ao citoesqueleto, 

às quinases citoplasmáticas e aos receptores transmembranares de fatores de 

crescimento. A sinalização pela integrina e a associação com o citoesqueleto estão 

intimamente ligadas (Giancotti and Ruoslahti, 1999). Assim sendo, a mediação da 

adesão celular e a migração são as funções primárias da integrina, enquanto a 

expressão gênica e a proliferação celular são duas outras importantes 

conseqüências da sinalização desses receptores (Byzova et al., 2000). 
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 A expressão de vários membros da subfamília 1 integrina nos linfócitos T 

medeia a ligação a componentes de MEC como o colágeno e a fibronectina (Hemler, 

1990). A interação entre as integrinas e os componentes de MEC pode iniciar 

cascatas de fosforilação intracelulares que resultam em crescimento celular, 

sobrevivência e migração, de modo que as células T são capazes de modular seu 

fenótipo adesivo através da sinalização externa, isto é, pelo controle da expressão 

de integrinas na superfície celular e de sua adesividade (Diamond and Springer, 

1994). 

 A integrina 41 (VLA-4; CD49d/CD29) é expressa em várias células do 

sangue, incluindo linfócitos, e medeia a ligação ao domínio CS-1 da fibronectina e 

ainda à molécula de adesão celular vascular 1 (VCAM-1) (Fong et al., 1997; 

Makarem et al., 1994). Esse receptor é importante para o desenvolvimento dos 

linfócitos, no recrutamento dos leucócitos, na inflamação e em outras situações que 

requerem a adesão celular ao endotélio vascular (Chigaev et al., 2003). 

 Um estudo com culturas de células hematopoéticas totipotentes mostra que 

estas células migram através da lâmina basal na medula óssea através de 

interações entre as integrinas VLA-4 e VLA-5 com a fibronectina (Giet et al., 2002). 

O complexo do citoesqueleto e das proteínas de sinalização associados nos 

sítios de adesão entre integrina e MEC guiam e organizam a cascata de sinalização. 

Entretanto, o verdadeiro trabalho dessas associações e como os sinais são 

transmitidos e modulados ainda é pouco entendido (Schwartz, 2001). Tem sido 

proposto que a mudança de avidez (aumento da afinidade funcional) pode estar 

relacionada a mudanças no número de moléculas de interação, mudanças na 

topografia da molécula (por exemplo a formação de placas de adesão focal) ou 

mudanças na afinidade das ligações individuais (Chigaev et al., 2003). 
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Figura 1 – Esquema dos domínios da interesse para estudos de relação estrutura-função e docking. A 
região de extremidade foi utilizada para as simulações. Os outros domínios possuem também 
aminoácidos que, quando suprimidos ou mutados, podem interferir na ativação e transdução de 

sinais. Em verde a subunidade , em azul, vermelho, laranja e amarelo a subunidade . O domínio I 

aparece em púrpura. Nesse trabalho, nos concentramos na extremidade da integrina ( propeller e  
domínio A). 

 

As integrinas se dividem ainda entre as que contêm um segmento extracelular 

próximo ao N-terminal chamado “Domínio Inserido” (domínio I) e as que não o 

contêm, sendo que aproximadamente metade das integrinas contêm o domínio I. O 

domínio I funciona como sítio de ligação nas integrinas que o expressam. A estrutura 

desse domínio é similar à encontrada em outras proteínas que sofrem modificações 

terciárias durante a ativação, como a proteína G (Lee et al., 1995a). Esse domínio 

apresenta ainda o motivo MIDAS, que coordena o íon divalente. Nas integrinas que 

Domínio I 

PSI 

Bicamada lipídica da membrana 

-propeller 

Domínio Híbrido 

 domínio A (I-like domain) 

 

EGF 1-4 
Calf 

Thigh 
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não apresentam o domínio I, o sítio de ligação se situa entre o domínio β-propeller, 

na subunidade α e o domínio A da subunidade β.  

 Dentre as integrinas da família β1, algumas interagem exclusivamente com 

uma proteína de matriz (VLA-6, VLA-5), algumas reconhecem mais de um ligante na 

matriz extracelular (VLA-1) e outras interagem com proteínas de matriz e receptores 

de superfície celular (VLA-4). Sabe-se que uma vez ligadas ao seu receptor 

fisiológico, a dissociação entre ambos é energeticamente desfavorável (Cai and 

Wright, 1995), embora a reversão seja possível.  

A integrina VLA-4 é uma das integrinas mais amplamente estudadas devido a 

sua importância em processos inflamatórios e doenças auto-imunes (Springer, 

1994). No sistema imune esta molécula está envolvida no transporte, adesão e 

infiltração dos linfócitos, durante processos inflamatórios. As integrinas very late 

antigen-4 (VLA-4) e lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1) já foram 

descritas como essenciais para a adesão dos linfócitos ao endotélio, sendo esse um 

passo fundamental para a migração dessas células ao sitio inflamatório (Kavanaugh 

et al., 1991; Lawrence and Springer, 1991). 

A subunidade α4 se combina somente com as subunidades β1 e β7, 

formando as integrinas α4β1 e α4β7. O VLA-4 é um receptor expresso 

constitutivamente em leucócitos mononucleares, monócitos, linfócitos, eosinófilos, 

basófilos e macrófagos. Embora não seja constitutivamente expressa em neutrófilos 

ou polimorfonucleares (células que podem apresentar 2, 3 ou 5 lóbulos), alguns 

estudos sugerem que essa integrina pode ser expressa sob condições específicas 

de estímulo (Lobb and Adams, 1999). 

 Uma particularidade das integrinas é sua modificação estrutural rápida, 

alterando sua afinidade pelo ligante (Shimaoka et al., 2002). Essa mudança 
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estrutural pode ser desencadeada por um sinal intracelular, chamado inside-out ou 

extracelular denominado outside-in. Essa modificação é dependente da temperatura 

e reversível, e ainda não pode ser estudada por dinâmica molecular, com as 

ferramentas e algoritmos atuais.  

 A ligação dos linfócitos a algum dos ligantes produz mudanças significativas 

na morfologia celular e é crucial na regulação da mobilidade celular. Durante a 

transdução de sinal desencadeada a partir de sinais externos, proteínas de 

citoesqueleto como talina e vinculina, que ligam o domínio intracelular da integrina à 

actina são recrutadas (Katz et al., 2000), e posteriormente ocorrem a ativação da 

quinase de adesão focal (FAK) e a fosforilação de membros da família de proteínas 

quinase Src e Rho, uma família de GTPases (Figura 2). Essa cascata de eventos 

intracelulares culmina com o rearranjo morfológico da célula, entrada na fase S do 

ciclo celular e/ou transcrição de genes mediada por integrinas (Boudreau and 

Bissell, 1998).  

 

Figura 2 – Modelo proposto para a ativação das integrinas. Após um estímulo interno (inside-out) ou 
externo (oustide-in), a extremidade extracelular da integrina se eleva e se afasta da membrana, 
expondo seu sítio ativo, concomitantemente à separação da região transmembranar. A proteína de 
citoesqueleto talina é recrutada, ativando FAK, juntamente à fosforilação de Src e ativação de Rho 
(modificado a partir de Hynes, 2002). 
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 A afinidade pelos ligantes pode ser modulada mediante essa cascata 

intracelular. Os detalhes dessa interação e sinalização ainda não são perfeitamente 

compreendidos, embora muitos avanços tenham sido feitos recentemente 

(Yonekawa and Harlan, 2005). 

 Mudanças conformacionais no domínio I da subunidade  das integrinas 2 

são necessárias para um aumento da afinidade da ligação com o sítio Metal Íon 

Dependent Adhesion Site (MIDAS). Duas classes de inibidores alostéricos para o 

domínio I foram identificadas (Shimaoka and Springer, 2003). Algumas moléculas 

pequenas inibem a interação do ligante natural ao MIDAS, ligando-se a este e 

estabilizando a conformação fechada do domínio I, impedindo a sua alteração para a 

forma aberta, de alta afinidade (Last-Barney et al., 2001; Liu et al., 2001; Weitz-

Schmidt et al., 2001). Outra classe de pequenas moléculas antagonistas mantém o 

domínio I na forma fechada, de baixa afinidade, afetando as interações entre o 

domínio I e o domínio A na subunidade  (Shimaoka et al., 2003; Welzenbach et al., 

2002). 

1.2 – Biologia estrutural de integrinas 

 Até recentemente, muito pouco se sabia sobre a estrutura terciária das 

integrinas. Seu alto peso molecular, combinado aos baixos níveis de expressão, 

pouca estabilidade e glicosilação extensa tornaram seu isolamento e determinação 

estrutural bastante difícil. Um importante passo no esclarecimento da estrutura 

detalhada das integrinas e sua atividade/ativação foi dado após a descrição do 

cristal obtido da integrina v3 (Xiong et al., 2001; Xiong et al., 2004; Xiong et al., 

2002). Até então, somente estruturas resolvidas por microscopia eletrônica, 

tomografia e partes do domínio I estavam descritas. Até o presente momento, a 
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única estrutura disponível da fração extracelular completa de uma integrina que 

possa ser utilizada como referência para a construção do VLA-4 é a depositada no 

PDB sob código 1L5G (figura 3). Os outros cristais já obtidos referem-se a domínios 

isolados como, por exemplo, o domínio I do VLA-2 (Emsley et al., 2004) e de outras 

integrinas que apresentam essa estrutura.  

 Mesmo com uma resolução de 3.2Å, a estrutura proporcionou um enorme 

avanço no conhecimento estrutural dessa e de outras integrinas, como a localização 

precisa dos domínios, suas interações intramoleculares, localização de pontes 

dissulfeto, posicionamento dos íons divalentes, contatos hidrofílicos e hidrofóbicos e 

sítio ativo (Xiong et al., 2003).  

 

  

Figura 3 - Estrutura tridimensional da integrina v3, obtida por difração de raios-x. A) Representação 

gráfica por estruturas secundárias da cadeia . B) Representação gráfica da cadeia  (Xiong et al., 
2001). O código PDB dessa estrutura é 1L5G. 

  

Surpreendentemente, a estrutura obtida exibe uma conformação dobrada, o 

que fez com que se especulasse sobre qual seria a forma fisiologicamente ativa e 

inativa. Inicialmente foi sugerido que a estrutura ativada seria a dobrada, já que a 

A B 
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proteína não poderia estar com o sitio ativo voltado para a membrana no momento 

da ativação, pois seria espacialmente impossível que o ligante se ligasse ao sitio 

nessa posição. Mais tarde, através de estudos por mutagênese e anticorpos 

monoclonais, foi sugerido que a forma ativa seria na verdade a proteína estendida, e 

que a ativação poderia ser decorrente de uma cascata de fosforilação intracelular. 

Ao longo do dímero foram encontrados outros sítios que faziam com que a integrina 

se ativasse ou permanecesse inerte mesmo em presença de uma alta concentração 

do ligante. A concentração de íons ou de ligantes também é relevante para o perfeito 

funcionamento das integrinas. Há evidências de que a ativação também repercute 

nos domínios transmembranares, que se separam enquanto a integrina está ativada 

(Legler et al., 2001; Plow et al., 2000). A conformação dobrada se mantém estável 

através de uma ponte dissulfeto entre a “cabeça” e a “perna” da integrina, 

funcionando como um “interruptor” que pode ser modulado conforme a ação de 

agentes redutores. Foi proposto que esse mecanismo de ativação seria ativado por 

sinais intracelulares (Takagi et al., 2002).  

 Esse modelo de ativação não é completo, pois não explica algumas 

observações experimentais em integrinas ligadas à membrana. Estudos 

hidrodinâmicos em iib3 mostram que a ativação é rapidamente reversível, 

enquanto esse modelo não explica sequer como a integrina retorna ao estado 

inativo, especialmente quando imersa na matriz extracelular. Outra evidência de que 

esse modelo não explica completamente esse processo é que a ativação não está 

necessariamente ligada ao estiramento da integrina: a integrina 51 pode assumir 

a forma esticada quando tem essa ponte desfeita, porém ainda se mantém inativa 

(Takagi et al., 2001).  



 27 

 Não há consenso sobre o mecanismo exato de ativação, no entanto, sugere-

se que o desdobramento seja uma conseqüência da ativação, que poderia contribuir 

para eventos pós-ativação, consistente com a descrição de que diferentes ligantes 

iniciam diferentes respostas funcionais em integrinas (Cierniewski et al., 1999). 

Ligantes peptídeo-miméticos com alta afinidade (Du et al., 1991; Mazurov et al., 

1996), Mn2+ (Smith et al., 1994), alguns anticorpos monoclonais e mutações no 

segmento extracelular (Arnaout, 2002) podem mimetizar a ativação inside-out, 

refletindo uma relação dinâmica entre a cabeça da integrina e sua cauda. As bases 

atômicas para essa ativação alostérica, reversível e bidirecional permanecem ainda 

obscuras. 

1.3 - Integrinas e Fármacos 

 Mediante o tratamento com anticorpos monoclonais contra o VLA-4 ou VCAM-

1, foi descrito o papel central dessa integrina em modelos animais para doenças 

inflamatórias crônicas como a doença pulmonar alérgica, o que sugere que esse 

heterodímero poderia ser um alvo terapêutico para a asma e artrite reumatóide. 

Além disso, a síndrome da deficiência de adesão leucocitária (LAD I) foi descrita 

antes de o defeito molecular ser descoberto (Bunting et al., 2002; Roos and Law, 

2001). Os pacientes com essa síndrome exibem infecções bacterianas recorrentes e 

persistentes, além de pronunciada leucocitose entre os episódios de infecção. Esses 

pacientes foram estudados e descobriu-se que são quantitativamente deficientes 

quanto à expressão de integrinas M2, L2, X2 e D2 como resultado de 

mutações heterogêneas na subunidade 2. Recentemente, variantes de LAD I foram 

descritas (Harris et al., 2001; McDowall et al., 2003), e propôs-se que 

caracterizassem uma síndrome distinta. Esses pacientes apresentam integrinas 1, 
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2 e 3 disfuncionais, porém estruturalmente intactas, sugerindo uma deficiência em 

uma molécula sinalizadora para a ativação (Alon and Etzioni, 2003). 

 Atualmente há duas abordagens terapêuticas em distúrbios envolvendo o 

VLA-4: os anticorpos monoclonais do receptor VLA-4 e os antagonistas peptídicos e 

não-peptídicos sintéticos. 

 Já foram obtidos resultados clínicos positivos durante o tratamento da 

esclerose múltipla (Miller et al., 2003) com o anticorpo monoclonal Natalizumab 

(Antegren®) e doença de Crohn (Ghosh et al., 2003). Parece então perfeitamente 

plausível que compostos antagonistas para essa integrina possam ser utilizados no 

tratamento ou prevenção dessas doenças. O Natalizumab é um anticorpo 

monoclonal humanizado anti-4 que se liga às integrinas 41 e 47, desenvolvido 

por “Protein Design Labs” a partir de um anticorpo murino anti-4. Os primeiros 

resultados do ensaio clínico foram publicados em 2003, em um estudo com 213 

pacientes com esclerose múltipla, tratados com Natalizumab. A administração do 

medicamento se mostrou bastante eficaz, conforme evidenciado na figura 4. 

 

Figura 4 – Administração do medicamento Natalizumab. O número de pacientes afetados foi reduzido 
drasticamente após a utilização do fármaco, comprovando sua eficácia para o tratamento da 
esclerose múltipla (Miller et al., 2003). O anticorpo foi administrado por via intravenosa a cada 28 
dias, durante 6 meses. 
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 A maior parte das integrinas reconhece pequenos motivos peptídicos nos 

contra-receptores e, em geral, o componente chave é um resíduo ácido. A 

especificidade para o ligante depende de ambas as subunidades no heterodímero. 

Foi proposto que pequenos peptídeos derivados da seqüência de aminoácidos LDV 

e ainda moléculas não-peptídicas derivadas de N-acilfenilalanina funcionariam como 

potentes inibidores da ligação VLA-4/VCAM-1, o que levou a uma concentração de 

esforços no desenvolvimento desses fármacos potencialmente eficazes.  

 A partir do segmento GPEILDVPST, chegou-se ao fragmento mínimo que 

ainda mantinha a atividade inibitória da ligação entre a fibronectina e o VLA-4, 

identificado como a seqüência ILDVP. Foi feito então um estudo que propôs a 

adição de um cap N-terminal ao tripeptídeo LDV, mostrado na figura 5, denominado 

4-[N'-(2-methylphenyl)ureido]phenylacetyl (PUPA), com um aumento realmente 

considerável em sua atividade inibitória.  

 

Figura 5 – Grupamento 4-[N'-(2-methylphenyl)ureido]phenylacetyl, adicionado na extremidade N-
terminal da seqüência ILDV, substituindo a isoleucina (Singh et al., 2002). Esse grupamento se liga 
ao átomo N da leucina. 

 

 As moléculas que apresentam esse cap formam uma nova família de 

compostos (Lin et al., 1999). Rapidamente, diversas companhias farmacêuticas 

adotaram essa estratégia para o desenho de fármacos antagonistas. O estudo que 

descreve os ligantes derivados do LDV utilizados em nossos experimentos (Singh et 

al., 2002) foi feito através de uma varredura in silico em um banco de dados virtual 

de compostos, por meio da Relação quantitativa estrutura-atividade (QSAR). 
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 Os derivados de N-acilfenilalaninas são o segundo mais avançado grupo de 

inibidores desenvolvidos. O núcleo da fenilalanina parece ser essencial para a 

atividade e suporta uma vasta gama de substituintes na posição 4 do anel aromático 

e no átomo de nitrogênio (Tilley et al., 2000). De maneira diferente dos peptídeos 

derivados de LDV, que são altamente seletivos para VLA-4, vários membros dessa 

família inibem tanto a interação VLA-4/VCAM-1 como 47/MadCAM. Esses 

compostos estão entre os mais avançados, porém o número de publicações e 

patentes voltados para o estudo dos antagonistas de VLA-4 tem crescido 

vertiginosamente, demonstrando um grande interesse comercial no desenvolvimento 

de moléculas inibidoras dessa integrina.  

 As moléculas peptídicas oferecem ainda outros problemas relativos ao rápido 

clearance e a baixa biodisponibilidade. 

 Ao comparar-se a potência dos antagonistas, é importante ressaltar que as 

afinidades relatadas geralmente não são constantes de equilíbrio. Os valores de 

IC50 listados podem ser dependentes da concentração dos reagentes e do método 

de estudo, e podem não representar adequadamente as verdadeiras afinidades dos 

compostos pelas integrinas. Algumas considerações devem ser feitas ao se analisar 

os dados de IC50: em geral, os dados de IC50 baseados em ensaios biológicos in 

vitro ou in vivo tendem a fornecer maiores valores devido à avidez proporcionada por 

múltiplas interações na superfície celular; geralmente o IC50 relativo de compostos 

dentro de um mesmo conjunto de resultados, pode refletir o equilíbrio relativo da 

energia de ligação. Porém, conjuntos de dados de diferentes laboratórios variam 

extensamente e devem ser interpretados cuidadosamente (Jackson, 2002). 

 Outra diferença importante refere-se à seqüência reconhecida pelo VLA-4. 

Enquanto as integrinas VLA-5, v3, iib3 reconhecem sempre a seqüência RGD, 
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independente de qual seja o ligante com o qual se estabelece a ligação, o VLA-4 

reconhece diferentes seqüências em função do ligante (Curley et al., 1999). A 

seqüência de aminoácidos característica de reconhecimento da fibronectina pelo 

VLA-4 é ILDVP, e no VCAM-1 é QIDSP. Estudos de mutagênese sitio-dirigida sobre 

a alça CD do VCAM-1 confirmaram que a Pro42, Asp40 e Ile39, ao serem 

substituídos por Ala, inativam a ligação, mesmo em concentrações elevadas de Mn2+ 

(Chiu et al., 1995). 
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1.4 - Integrinas e Inflamação 

 

 Os linfócitos circulantes normalmente migram através dos espaços extra-

vasculares em números relativamente baixos. Essa situação pode mudar a partir de 

algum sinal recebido pelas células endoteliais, indicando alguma infecção ou 

condição inflamatória. As células da superfície vascular, por outro lado, apresentam 

os ligantes às moléculas de adesão dos linfócitos circulantes. Nos sítios de 

inflamação, a liberação local de mediadores tais como citocinas (TNF e 

interleucina-1) e quimiocinas por células T ativadas e monócitos estimula células 

endoteliais próximas a expressar moléculas de adesão na sua superfície. A 

expressão prolongada e elevada de VCAM-1 foi observada in vivo e in vitro em 

modelos experimentais, assim como em condições patológicas humanas como 

asma, aterosclerose, rinite alérgica e rejeição a transplantes (Yang and Hagmann, 

2003). Após encontrar essas áreas com maior densidade dos ligantes, os linfócitos 

que até o momento mantinham um movimento similar a um “rolamento”, aderem 

mais firmemente, inicialmente via selectinas (Vanderslice et al., 2004).  

 Posteriormente sua velocidade de rolamento diminui até sua imobilização por 

interações mais fortes com integrinas, mudam sua forma e migram através dos 

tecidos até o sítio de infecção ou inflamação. A interação com as integrinas contribui, 

em parte, para a formação de placas de adesão focal (regiões de contato mais 

estreito entre a célula e as proteínas de matriz) rearranjo do citoesqueleto e 

migração para os tecidos-alvo (Figura 6). Esse processo é parte importante na 

fisiologia do sistema imune e em algumas condições patológicas pode ocorrer de 

maneira descontrolada.  
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Figura 6 – Modelo de ativação e formação de cluster. Após algum estímulo, interno ou externo, a 
integrina se desdobra, expondo o sitio de ligação e se mantém em um estado de maior afinidade. 
Paralelamente, os domínios transmembranares de ambas as subunidades se separam. Nesse 
estágio, o heterodímero é chamado de complexo focal. Posteriormente, ocorre o deslocamento lateral 
e agrupamento de outras integrinas na membrana celular, formando as placas de adesão focal, 
modificado a partir de Qin, Vinogradova et al., 2004. 

 

 Se os eventos que iniciaram o processo não forem debelados e se tornarem 

crônicos, pode haver um extravasamento excessivo dos linfócitos, o que pode 

exacerbar a condição inflamatória, o qual, por outro lado, continuará a recrutar mais 

células inflamatórias, podendo resultar em uma lesão tecidual.  

 A estratégia de tratamento de asma em cobaias, mediante o uso dos 

fármacos da série PUPA, já foi utilizada, através do bloqueio da migração de células 

inflamatórias, particularmente eosinófilos e linfócitos T, mediante o uso do anticorpo 

monoclonal HP1/2, havendo uma diminuição na secreção dos eosinófilos (Pretolani 

et al., 1994). Essa diminuição reflete o bloqueio da interação entre o VLA-4 e a 

fibronectina. 

 Conforme dados obtidos por outro estudo, linfócitos T ativados podem 

expressar fibronectina em sua superfície, outro sítio de interação para o VLA-4. 

Estes dados sugerem que outras interações, além de VLA-4/VCAM-1, podem estar 

envolvidas na ativação e migração de leucócitos, especificamente linfócitos T, aos 
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sítios de inflamação. Essa interação também seria, então, alvo da terapêutica com 

anticorpos monoclonais anti-VLA-4 (Hauzenberger and Sundqvist, 1993). 

 Esses estudos conjuntamente indicam que a estratégia de bloqueio da 

interação do VLA-4 com seus ligantes é uma alternativa viável para o tratamento de 

patologias inflamatórias nas quais o VLA-4 seja a principal proteína envolvida. 
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2 – Objetivos 
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 A integrina 41 ainda não tem sua estrutura quaternária resolvida por 

nenhuma metodologia experimental. Nesse sentido, propusemo-nos a construir a 

estrutura tridimensional dessa integrina utilizando modelagem comparativa.  

 Os modos de ligação das moléculas utilizadas também ainda não estão 

completamente descritos. Utilizando a metodologia de docking molecular, 

analisaremos essas interações utilizando como matriz a estrutura do 41 

construída no passo anterior, visando à observação de grupamentos 

farmacologicamente importantes e ligações que possam ser exploradas em futuros 

inibidores. Para esse passo, os ligantes utilizados serão baseados em proteínas e 

outras moléculas que se liguem a integrina 41, como VCAM-1, fibronectina e 

outras moléculas descritas como bons inibidores. 

 As coordenadas dos modos de ligação entre os ligantes e a integrina, obtidos 

pelo docking servirão como ponto de partida para as simulações de dinâmica 

molecular, visando o cálculo da energia livre do sistema e a observação de 

tendências entre os ligantes comparados. 
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3 – Metodologia 
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3.1 - Desenho racional de fármacos baseado na estrutura do 
receptor 

 

 As metodologias tradicionais para a descoberta de fármacos envolvem uma 

série de experimentos in vitro e in vivo através da chamada “varredura cega”, que a 

grosso modo, pode ser definida como uma estratégia de tentativa e erro na testagem 

de substâncias em modelos animais e cultura de células, com posterior análise de 

seu efeito. Com essa abordagem, que além de demorada e cara, são testadas 

centenas ou até milhares de substâncias. Porém a eficácia é baixíssima, já que a 

maior parte dos fármacos testados é rejeitada. 

 O desenho racional de fármacos parte do pressuposto que o conhecimento da 

estrutura, ou parte dela, pode proporcionar indícios de quais interações devem ser 

bloqueadas, visando à inibição da atividade biológica, ou ainda sua ativação 

dependendo do efeito desejado. O conhecimento da estrutura pode ser deduzido 

através de metodologias experimentais, como a difração de raios-x, ressonância 

magnética nuclear ou então metodologias teóricas, como a modelagem comparativa 

ou modelagem ab-initio. A biologia estrutural se tornou, então, parte importante do 

desenvolvimento de fármacos, eliminando diversos passos entre o isolamento de 

uma molécula em potencial e o seu teste clínico. 

 Os esforços recentes mais bem sucedidos envolvem o estudo do HIV. 

Diversos fármacos potentes, inibidores de proteases desse vírus, foram concebidos 

especificamente para impedir a atividade dessa enzima, essencial para a atividade 

viral, e vários destes fármacos já estão em uso (Gao et al., 2006; Klumpp and 

Mirzadegan, 2006; Meiselbach et al., 2006). 

 Diante das perspectivas de estudo e compreensão dos mecanismos 

moleculares de ligação do VLA-4 e dos resultados obtidos utilizando-se 
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metodologias computacionais e teóricas no estudo de sistemas biológicos 

semelhantes, propomos a mesma abordagem como alternativa e suporte à 

elucidação das interações e modos de ligação dessa integrina, visando ao auxilio no 

desenho de novos fármacos inibidores do VLA-4. 

 

3.2 - Modelagem comparativa 

As integrinas apresentam como limitação à ressonância magnética o seu 

tamanho (subunidade =~1000 aminoácidos, =~750 aminoácidos). Sua 

cristalização também oferece dificuldades por tratar-se de uma proteína 

transmembranar heterodimérica. A modelagem comparativa foi então utilizada para 

a obtenção de um modelo de estrutura tridimensional da integrina 41, visando à 

sua utilização em estudos de interação com fármacos e dinâmica molecular. 

Proteínas que ainda não possuem suas coordenadas tridimensionais 

determinadas experimentalmente podem ter sua estrutura construída a partir de sua 

seqüência de aminoácidos utilizando o método de modelagem comparativa, também 

conhecido como modelagem por homologia (Branden and Tooze, 1999; Sternberg, 

1996). Essa técnica se baseia no princípio evolutivo de que proteínas de uma 

mesma família, mesmo que possuam seqüências diversas, mantêm sua estrutura 

global conservada (Sanchez et al., 2000). Para a utilização dessa técnica, é 

necessário que a estrutura de pelo menos uma proteína relacionada (molde), obtida 

experimentalmente, esteja disponível. Esse é o método teórico com maior 

confiabilidade para a predição da estrutura de uma proteína que ainda não tenha 

sido resolvida experimentalmente. 

A técnica depende diretamente do alinhamento entre as seqüências alvo e 

molde. A identidade seqüencial é a ocorrência de um mesmo aminoácido na mesma 
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posição em seqüências alinhadas. A similaridade seqüencial leva em consideração 

também o pareamento de aminoácidos diferentes constituindo substituições 

conservativas, geralmente substituições por aminoácidos com características físico-

químicas semelhantes.  

Quando a identidade entre as seqüências é alta, em geral acima de 30%, 

pode-se afirmar que as duas proteínas possuem estruturas tridimensionais similares. 

A curva representada no gráfico da figura 7 indica os limites existentes entre 

alinhamentos que possibilitem a construção de modelos utilizando esse método e 

alinhamentos que transmitiriam pouca informação estrutural para a construção do 

modelo. Pela análise do gráfico, pode-se concluir que quanto menor o tamanho do 

alinhamento, maior deve ser a similaridade seqüencial. 

 

Figura 7 - Limites teóricos da técnica de modelagem comparativa utilizando o tamanho do 
alinhamento em relação à identidade calculada entre seqüências (Sander and Schneider, 1991). 
  

Através da análise do gráfico, verifica-se que existem valores de confiança 

para o alinhamento. Estes valores variam de 25% a 30% de identidade, dependendo 

do tamanho do alinhamento construído.  
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A metodologia para a predição da estrutura tridimensional de uma proteína 

utilizando modelagem comparativa consiste em quatro etapas básicas (Sanchez and 

Sali, 1998), conforme ilustrado esquematicamente na figura 8:  

i) identificação de referências 

ii) alinhamento entre seqüências 

iii) construção do modelo 

iv) validação do modelo 

 Cada etapa pode ser realizada utilizando uma determinada técnica ou a 

combinação de diferentes técnicas. 

 

Figura 8 - Etapas que compõem a metodologia de modelagem comparativa (Marti-Renom et al., 
2000)
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 As referências (ou moldes) utilizadas para a construção dos modelos 

geralmente se encontram depositadas no banco de dados chamado Protein Data 

Bank (PDB) (Berman et al., 2000), porém podem também constar em outros bancos 

de acesso restrito.  

O programa de domínio público mais utilizado para comparação de 

seqüências protéicas é o BLAST. A qualidade de um modelo aumenta 

proporcionalmente à identidade calculada entre a seqüência da referência e a 

seqüência alvo.  

Para o cálculo do melhor alinhamento são utilizadas matrizes de 

substituição. Essas matrizes são tabelas de valores que descrevem a probabilidade 

de ocorrência do pareamento entre aminoácidos ou nucleotídeos num alinhamento 

que possua significância biológica. A matriz BLOSUM (Henikoff and Henikoff, 1992) 

é a mais utilizada atualmente e foi construída a partir de seqüências de ocorrência 

freqüente em seqüências relacionadas. Estas seqüências de ocorrência freqüente 

foram obtidas no banco de dados BLOCKS (Henikoff and Henikoff, 1991). 

Para identificar os resultados com maior significância, é utilizado um 

parâmetro chamado de “valor esperado”. Esse valor fornece informações sobre a 

probabilidade de um alinhamento seqüencial ter sido obtido ao acaso. Quanto menor 

esse valor, mais significativo será o alinhamento. O “valor esperado” é calculado por 

E = mn2S, onde m é o tamanho do banco de dados de seqüências, n o tamanho da 

seqüência alvo e S, o “escore” calculado no alinhamento utilizando uma matriz de 

substituição e as penalidades dos “gaps” introduzidos no alinhamento.O alinhamento 

global tem como objetivo alinhar duas seqüências em toda a sua extensão e pode 

ser feito utilizando o algoritmo Needleman-Wunch. Esse algoritmo constrói o 

alinhamento resultante do melhor escore, que é um valor calculado de acordo com 

os aminoácidos idênticos, alinhados, e que deve ser maior do que o valor calculado 

dos aminoácidos que são substituídos (Needleman and Wunsch, 1970). Quando o 
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objetivo é encontrar em bancos de dados seqüências relacionadas à seqüência de 

interesse, segmentos podem indicar homologia entre elas. Este tipo de busca é feita 

pelo algoritmo de alinhamento local conhecido como algoritmo de Smith-Waterman 

(Smith and Waterman, 1981b). 

A construção do modelo é baseada completamente nas informações 

contidas no alinhamento entre as seqüências. Para tal finalidade, utilizamos o 

programa MODELLER 7.0  (Sali and Blundell, 1993). O método empregado por esse 

programa é o de satisfação das restrições espaciais (figura 9), que utiliza distâncias 

geométricas euclidianas e técnicas de otimização para satisfazer as restrições 

espaciais das proteínas-molde, dadas através do alinhamento (Srinivasan et al., 

1993). 

 

Figura 9 - Modelagem por satisfação das restrições espaciais. As restrições espaciais das distâncias 
entre átomos e de ângulos diedrais são extraídas das estruturas molde. As restrições espaciais e as 
restrições estereoquímicas são combinadas em uma função objetiva (baseada em Fiser & Sali, 2001). 
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A validação, além de avaliar a qualidade do modelo, determina a precisão da 

estrutura tridimensional e identifica possíveis erros da estrutura tridimensional que 

podem ser resultado da escolha das referências ou do alinhamento construído. 

Existem vários programas que avaliam a estrutura tridimensional da proteína 

(Laskowski et al., 1993b; Sippl, 1993), indicando a sua qualidade. A avaliação inicial, 

quase sempre é feita através da análise estereoquímica. O programa PROCHECK 

(Laskowski et al., 1993b) verifica as ligações entre átomos, os ângulos formados, a 

ligação peptídica, a planaridade dos anéis e os ângulos de torção formados na 

cadeia principal e nas cadeias laterais. Dentre essas avaliações, a principal é o 

cálculo dos ângulos PHI (Φ) e PSI (Ψ) (Ramachandran et al., 1963). Na cadeia 

polipeptídica os ângulos no eixo entre as ligações N-C e C-C possuem liberdade 

de rotação e estão representados na figura 10: 

 

Figura 10 - Localização dos ângulo Φ e Ψ no esqueleto peptídico. Para a construção do gráfico de 

Ramachandran, esses ângulos são calculados para todos os aminoácidos que compõem a proteína, 
e os valores atribuídos são mostrados na forma de um gráfico, mostrando quais estão em posições 
permitidas e quais não estão.  

 

Outros programas avaliam a posição de cada resíduo em relação ao meio 

em que ele está localizado e seu enovelamento, como o VERIFY3D (Luthy et al., 

1992). 

A sobreposição da estrutura construída e da estrutura molde não deve variar 

muito, já que ambas são relacionados estruturalmente. Um valor utilizado para se 

certificar de que o modelo construído não possui regiões muito diferentes do molde, 
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o que indicaria uma má escolha da referência ou um alinhamento com muitos erros, 

é em torno de 1Å a 2Å de raiz do desvio quadrático médio (RMSD) (Michael and 

Sternberg, 1996). Os valores de RMSD podem ser obtidos utilizando-se o programa 

SPDB-VIEWER (Guex and Peitsch, 1997). Para a inspeção visual rápida do 

posicionamento dos aminoácidos na estrutura da proteína, usamos o programa 

RASMOL (Sayle and Milner-White, 1995), em sua versão modificada, 

OPENRASMOL (www.openrasmol.org).  

 

3.3 - Campos de força 

 

 A representação de um sistema de partículas, através de simulações 

computacionais, pode ser feita por meio de uma função potencial ou campo de forças. O 

campo de forças descreve um sistema através da sobreposição de termos simples, que 

representam as interações entre os átomos. Para o tratamento de centenas ou 

milhares de átomos, são introduzidos conjuntos de funções potenciais empíricas, 

calibradas por meio de informações experimentais e cálculos quânticos em pequenas 

moléculas (Van Gunsteren et al, 1990).  

 A escolha do campo de forças adequado está relacionada diretamente com as 

propriedades do sistema em estudo. Deve haver um equilíbrio entre a acurácia e o 

refinamento nas diferentes partes do sistema. 

 A função de energia potencial utilizada reúne diversos parâmetros que 

descrevem os movimentos atômicos e as interações intermoleculares, como por 

exemplo o potencial de Hooke, ângulos planares, ângulos torcionais, diedrais 

impróprios, potencial de Lennard-Jones e potencial de Coulomb, sendo que esses 
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dois últimos termos descrevem interações entre átomos não ligados (equação 1). O 

campo de forças utilizado na dinâmica molecular foi o Gromos96. 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4 - Docking Molecular 

 

O docking molecular pode ser definido como uma metodologia computacional 

usada para geração, predição e avaliação de complexos receptor-ligante, sendo o 

receptor normalmente uma proteína e o ligante podendo ser tanto uma molécula 

pequena quanto uma outra proteína (Brooijmans and Kuntz, 2003; Grant and 

Richards, 1995; Krumrine et al., 2003). Esta técnica é bastante utilizada no 

desenvolvimento de fármacos baseado na estrutura do receptor, com duas 

abordagens diferentes:  

i) Previsão da melhor conformação de interação de um ligante com a proteína 

alvo. Identificada a melhor conformação ligante/receptor, podem ser identificados os 

sítios de interação (aminoácidos ou grupos de aminoácidos) existentes e aqueles 

possíveis de serem explorados, permitindo assim que modificações possam ser 

introduzidas no ligante, com o objetivo de obter-se uma maior afinidade com o 

receptor (McConkey et al., 2002).  
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ii) Realização de  varredura de bancos de dados in silico.  Esta varredura 

consiste na busca, entre várias moléculas conhecidas, daquelas que tenham as 

características químicas adequadas para se ligar ao sítio de interesse (Gane and 

Dean, 2000). A busca deve ser extensa o suficiente de modo a abranger o maior 

número de possibilidades de ligação. Esta técnica se assemelha à varredura 

convencional, in vitro. A diferença crucial é que é realizada computacionalmente, ao 

invés de em bioensaios ou modelos animais. 

A realização do docking requer uma amostragem/busca eficiente entre as 

possibilidades posicionais, orientacionais e conformacionais de um ligante flexível 

na proteína. A busca conformacional durante o docking é necessária, pois 

normalmente não se sabe com qual conformação o ligante interage mais 

favoravelmente com o receptor. A proteína é considerada, usualmente, rígida 

(Brooijmans and Kuntz, 2003), embora recentes modificações adicionadas ao 

software AUTODOCK (Morris et al., 1996) sejam capazes de lidar com a 

flexibilidade conformacional do receptor, porém essa abordagem ainda está em 

estágio inicial de testes. Os comprimentos de ligação e ângulos entre ligações são 

considerados fixos na molécula do ligante, mas podem ser modificados os graus de 

liberdade rotacionais e translacionais (movimento de corpo rígido do ligante), além 

dos graus conformacionais. 

No docking rígido, 
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translacionais, os graus de liberdade conformacionais do ligante (McConkey et al., 

2002). 

A capacidade de lidar adequadamente com a rigidez do receptor e a 

dificuldade de lidar com solvatação explícita são os dois maiores desafios dos 

programas de docking. A inclusão dessas duas variáveis geraria um custo 

operacional ainda muito grande para os recursos computacionais existentes 

(Carlson, 2002a; Carlson, 2002b; Carlson and McCammon, 2000). 

 Os algoritmos de busca precisam ser capazes de fazer uma amostragem 

significativa das regiões no espaço de busca próximas à solução correta, sem uma 

análise exaustiva de todas as conformações (McConkey et al., 2002), o que tornaria 

seu custo computacional proibitivo. 

 

3.4.1 - Algoritmos de Docking 

O algoritmo genético (GA) usa princípios baseados na genética e evolução. 

Eventos genéticos como pressão evolucionária, "crossover" e mutações, podem ser 

simulados por esse algoritmo, de modo a se otimizar soluções para uma grande 

variedade de problemas. O GA é atualmente um dos mais completos algoritmos de 

otimização para encontrar soluções próximas às ótimas em complexas simulações 

de docking receptor-ligante. Já foi mostrado ser possível conseguir bons resultados 

de docking através do GA com ligantes com até 18 graus de liberdade torcionais 

(Morris et al., 1998). 

 O Algoritmo Genético Lamarckiano (AGL) se baseia nos princípios 

evolucionários de Lamarck, que dizia que as adaptações ao meio seriam 

transmitidas para os genes e poderiam ser transmitidas para seus descendentes 

(através da mudança dos valores dos graus de liberdade do ligante no 
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"cromossoma"). Resultados da literatura mostram que o desempenho do AGL é 

melhor do que o do GA (Brooijmans and Kuntz, 2003; Morris et al., 1998; Parril, 

1996). 

 

3.5 – Anelamento Simulado Generalizado (GSA) 

 

 O método GSA (Tsallis Machine) foi descrito inicialmente em 1995 (Tsallis 

and Stariolo, 1995; Tsallis and Stariolo, 1996). Esse algoritmo é implementado no 

programa DOCKTHOR (Júnior et al., 2004). O princípio desse método se baseia em 

processos de metalurgia, onde o metal derretido é gradualmente resfriado até 

atingir sua estrutura cristalina, o mínimo global de energia. De modo semelhante, é 

introduzido um parâmetro que descreve o decaimento da temperatura no método de 

otimização. Esse parâmetro aumenta e diminui a temperatura gradualmente. Esse 

método se mostra eficaz, ultrapassando mínimos locais e alcançando o mínimo 

global ao fim do processo, geralmente em menos passos que outros métodos 

estocásticos convencionais. Outra vantagem desse método é sua independência 

em relação à configuração inicial e se aplica a sistemas onde o mínimo global seja 

desconhecido. Esse algoritmo também é bastante apropriado para o estudo de 

ligantes com muitos graus de liberdade conformacionais, como as moléculas 

escolhidas para nossa análise. 

 Esse procedimento se baseia nos métodos de anelamento simulado 

Annealing clássico (Kirkpatrick et al., 1983) e rápido (Szu and Hartley, 1987), 

baseados na mecânica estatística, e pode ser mais rápido que ambos os métodos, 

dependendo da escolha correta dos parâmetros. O método GSA já foi aplicado em 

uma gama de processos variados, como algoritmos genéticos, otimização molecular 
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usando campos de força clássicos e métodos semi-empíricos. A eficácia não 

depende somente da escolha correta dos parâmetros, mas também da aplicação da 

estratégia correta. 

 Os algoritmos da família de anelamento simulado (AS) dependem de duas 

funções: função de visita, que determina como o domínio da função é varrido e 

função de aceitação que diz se um resultado de maior energia deve ser aceito ou 

rejeitado.O GSA usa a equação 2 como função de aceitação:  

 

 

 

 

onde qa é o parâmetro de aceitação. 

A função de visita depende da função de densidade de probabilidade de Tsallis 

(equação 3): 

 

 

 

 

 

 

 

onde D é a dimensão da função de custo e qv é o parâmetro de visita. Da função de 

distribuição de probabilidades, G(Δxt),  
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para a qual um valor aleatório é atribuído, e a perturbação Δxt é determinada em 

cada interação (equação 5): 

 

 

com a diminuição da temperatura controlada pela equação 6: 

 

 

 

 

 

3.6 - Minimização de Energia 

 

A análise conformacional de uma molécula pode ser realizada através de 

rotações de ligações, com mudança simultânea dos ângulos torcionais ou diedrais 

das ligações e cálculos correspondentes do comportamento estérico. 

As moléculas construídas manualmente através de programas de modelagem 

não estão, a priori, na conformação mais estável. Durante a construção e geração 

de uma estrutura, podem ocorrer distorções na molécula, com formações 

energeticamente desfavoráveis de comprimentos e ângulos de ligações e ângulos 

diedrais. Átomos não-ligados podem também interagir em uma mesma região do 

espaço e provocar repulsão estérica ou eletrostática. Para que essas distorções 

sejam corrigidas, as moléculas são otimizadas pelo processo de minimização de 

energia. 

Há duas maneiras mais comuns para minimizar a energia de uma molécula:  

(I) mecânica molecular 
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(II) mecânica quântica.  

A minimização de energia, juntamente com a análise conformacional podem 

ser usadas conjuntamente para otimizar a geometria de uma molécula. 

A escolha do método de minimização depende diretamente de fatores como o 

tamanho da molécula e a disponibilidade de recursos computacionais para o 

armazenamento de dados, cálculo e processamento. Geralmente os algoritmos de 

minimização são utilizados visando a eliminação de tensões locais, fazendo o ajuste 

apropriado das distâncias de ligações, espaços não preenchidos durante a 

solvatação do sistema e sobreposição dos átomos, dentre outros fatores. 

Os processos de minimização de energia apresentados fornecem conformações 

tridimensionais estáveis, que não representam, necessariamente, a estrutura mais 

estável de determinada molécula, ou complexo. Geralmente, a estrutura com a energia 

mais estável, ou mínimo global, somente pode ser encontrada após um longo tempo de 

simulação. Na minimização, os cálculos de energia são interrompidos quando a 

molécula atinge a primeira conformação estável e levam a uma estrutura semelhante à 

original, com energia mínima local. Nesse ponto, a minimização não é continuada, já 

que as variações na estrutura resultam em mudanças pequenas de energia.  

 

3.6.1 – Método de Máximo Declive 
 

Em função da equação de forças resultantes sobre cada átomo de um sistema, 

provenientes do gradiente da energia potencial total, que é representado pela equação 

7,  
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pode-se utilizar o método steepest descent, que é representado pela equação 8: 

 

 

 

onde r calcula  a nova posição do átomo i no passo n+1 e kn é o parâmetro de ajuste do 

tamanho do passo. O que se obtém ao final da minimização é um conjunto de 

coordenadas [ri], representando um mínimo local de energia ao se aproximar a força de 

zero. 

3.7 - Simulações computacionais de movimentos moleculares 

Recentemente as simulações de interações e movimentos protéicos 

começaram a ser exploradas com maior afinco. Somando-se esse fato com o 

desenvolvimento de novos algoritmos e o crescimento significativo da capacidade 

computacional, possibilitou-se que fenômenos complexos envolvendo sistemas 

compostos por milhares de átomos pudessem ser estudados detalhadamente. 

As proteínas podem sofrer diferentes tipos de movimentos e forças, em 

diferentes escalas de grandeza e de tempo (ver tabela 2). 

Uma das características dos movimentos biomoleculares é que esses tipos 

de movimentos geralmente são interdependentes e acoplados uns aos outros. As 

simulações computacionais lidam com esses movimentos, particularmente a 

dinâmica molecular, que monitora os processos dependentes do tempo, em 

sistemas moleculares, de modo a estudar suas propriedades estruturais, dinâmicas 

e termodinâmicas, resolvendo numericamente as equações de movimento de 

Newton. 
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Tabela 2 – Tipos de movimentos moleculares, grandezas de tempo envolvidas e 
amplitude de movimentos, com respectivas aplicações.  

Tipo de movimento Exemplos de aplicação e 
 funcionalidade 

Escala de tempo  
e amplitude 

Movimentos locais 
   Flutuação atômica 
   Movimentos das cadeias laterais 

Flexibilidade do ligante na ligação 
Trajetos de difusão temporal 

De fs a ps  
menos que 1Å 

Movimentos em média escala 
   Movimentos dos laços 
   Movimentos de corpos rígidos 

Adaptação de conformação do sítio ativo 
Especificidade de ligação 

De ns a µs 
de 1 a 5Å 

Movimentos em grande escala 
   Movimentos de domínios protéicos 
   Movimentos de subunidades protéicas 

Transição alostérica 
Movimento “em dobradiça” 

De µs a ms 
de 5 a 10Å  

Movimentos globais 
   Transição hélice-alça 
   Dobramento-desdobramento 
   Associação de subunidades 

Ativação de hormônios 
Funcionalidade de proteínas 

De ms a horas  
mais que 10Å 

 

Uma grande vantagem das simulações computacionais é que a função de 

energia pode ser modificada e manipulada livremente, permitindo que um sistema 

possa ser transformado e modificado através de uma gama de variáveis de maneira 

relativamente fácil.  

 

3.8 - Dinâmica molecular  

3.8.1 - Simulações de dinâmica molecular em biologia 

 O primeiro trabalho publicado utilizando dinâmica molecular para o estudo de 

sistemas biológicos, mostrou estudos complementares sobre o inibidor de tripsina 

pancreática bovina (McCammon et al., 1977). Desde então, os algoritmos que 

compõem essas ferramentas evoluíram e, junto ao crescimento considerável da 

velocidade dos computadores, o tratamento de sistemas maiores e mais complexos 

se tornou possível, mesmo que através das descrições clássicas ou então métodos 

de Mecânica Quantica/Mecânica Molecular (MQ/MM). Apesar dessa evolução e com 

esse novo tratamento, o tamanho dos sistemas continua restrito a poucas centenas 

de milhares de átomos e a abordagem de alguns fenômenos longos como o 

desdobramento relacionado à ativação das integrinas, que ocorre em cerca de 2s, 

torna-se praticamente inviável com as técnicas atuais.  
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 As simulações auxiliam na compreensão de processos bioquímicos 

complexos. Diante das limitações e vantagens impostas pelo método, torna-se claro 

que sistemas macromoleculares podem ser restritos aos átomos essenciais, que no 

nosso caso, estão na extremidade da integrina.  

Nas simulações de dinâmica molecular, as equações clássicas do movimento, de 

Newton, são resolvidas para um conjunto de átomos, em função do tempo. Calcula-se 

inicialmente a força Fi que atua sobre uma partícula i, componente de um sistema, 

partindo da primeira derivada da função da energia potencial V(1), que descreve a 

interações entre as partículas: 

 

 

 

 

onde i=1, 2, 3…N, sendo N o número total de partículas do sistema. Ao dividir-se a 

força Fi pela massa mi de cada partícula, obtém-se a aceleração a que ela está 

submetida (equação 10): 

 

 

 

A aceleração é então utilizada no algoritmo de integração (Verlet, 1967), para 

que seja determinada a propagação das posições com incremento de tempo t: 
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As novas posições das partículas são preditas no instante t+t, partindo das 

posições nos instantes t e t-t e das forças Fi sobre cada partícula no instante t. As 

velocidades são necessárias para o cálculo da energia cinética do sistema, que somada 

à energia potencial, apresentam a energia total do sistema. 

 

 

 

 

As velocidades também são utilizadas para o cálculo da temperatura do sistema, 

definida em função da energia cinética média. Geralmente, a obtenção das acelerações 

é a fase mais dispendiosa computacionalmente e depende do cálculo das forças. O 

tempo gasto nesses cálculos varia conforme o tamanho do sistema e de sua 

complexidade, assim como do campo de forças empregado.  

 

3.8.2 - Algoritmo Leap Frog 

 O algoritmo implementado no programa GROMACS (Lindahl et al., 2001), 

utilizado nesse trabalho é o algoritmo Leap Frog (Hockney, 1970). Nesse algoritmo, 

a velocidade é calculada no tempo t+1/2δt, e é usada para o cálculo da posição, r, 

no tempo t+δt. Dessa maneira, as velocidades “saltam” sobre as posições e as 

posições “saltam” sobre as velocidades (equação 13).  
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Como vantagem apresentada por esse método, as velocidades são 

explicitamente calculadas, porém essas velocidades não são calculadas ao mesmo 

tempo que as posições. As velocidades nos tempos t podem ser aproximadas pela 

seguinte equação: 

 

 

 

3.9 - Cálculos de Energia Livre 

A espontaneidade de um processo químico é dado pela entropia e entalpia. 

Os processos que ocorrem com a diminuição da entalpia e aumento da entropia são 

considerados espontâneos em todas as temperaturas. A energia livre de Gibbs 

relaciona a entalpia e entropia, auxiliando na previsão da espontaneidade de uma 

reação química e é dada pela equação 15: 

 

 

Para o método de cálculo da energia livre de ligação, é necessário que 

existam dois estados, independente da maneira como o equilíbrio é atingido. O 

estado inicial geralmente é uma molécula (ligante) em solução e o estado final é a 

mesma molécula ligada a um receptor.  

Utilizamos o método de Energia de Interação Linear (LIE) (Aqvist et al., 1994) 

para o cálculo de energia livre. Esse método, empírico, se baseia no cálculo da 

energia de interação entre o ligante e o meio (proteína, solvente etc...), dividida em 

potencial eletrostática e de Lennard-Jones (equação 16), utilizando valores médios 

temporais dessas interações intermoleculares (figura 11). Essa variação é calculada 

para os dois estados termodinâmicos do equilíbrio. Para o cálculo da energia livre 
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para todos os ligantes, fizemos as simulações em duas esferas de 28Å: na primeira, 

a simulação é feita somente com o ligante e o solvente, enquanto na segunda além 

do solvente e do ligante, também está presente a região do sítio de ligação 

compreendida no interior da esfera, sem raio de corte para ambas. Como centro da 

esfera, consideramos o íon Mg2+. 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – Esquema simplificado da metodologia de cálculo da energia livre. O mesmo ligante tem 
sua energia de interação calculada em dois ambientes diferentes e a variação relativa de energia é 
medida. 

 
 

 

A energia livre do ligante é calculada na presença do solvente e 

posteriormente em complexo com o receptor, VLA-4 (equação 16), sendo ,  e  

parâmetros de calibração empíricos. Consideramos 0.5 para compostos iônicos e 

0.3 para compostos não iônicos. 

 

 

 

Para a comparação dos ligantes da família PUPA, calculamos a diferença 

entre o ΔG de todos os ligantes (equação 17), utilizando o PUPA-LDV como 

21 GGGlig 

  

el

sl

vdW

sllig UUG Equação 16 

Equação 17 



 59 

referência. O volume do sistema para essas simulações permanece inalterado. Em 

função dos resultados, pode-se notar a tendência de ligação entre os ligantes 

comparados e inferir a relação entre suas constantes de inibição.  

 

 

 

Utilizamos as configurações aceitas, segundo os critérios de seleção 

aplicados (ver resultados), como ponto de partida para os experimentos de dinâmica 

molecular.  

Os experimentos de docking molecular foram feitos utilizando o programa 

DOCKTHOR, com o algoritmo GSA. Para os ligantes da família PUPA, permitimos 

que os ligantes se movessem com todos os seus graus de liberdade, dentro dos 

limites da grade. Os resultados foram selecionados conforme os menores valores de 

energia de interação e agrupados em famílias. Os membros das primeiras famílias 

foram considerados como soluções aceitas. 

Executamos o seguinte fluxograma para o cálculo de energia livre: Após os 

experimentos de docking, a conformação de melhor energia teve suas coordenadas 

utilizadas como entrada para a minimização de energia, inseridas no sitio de ligação, 

utilizando o algoritmo Steepest Descent até o momento de convergência ou até 1000 

passos (o que acontecesse primeiro). Após a minimização, realizamos uma dinâmica 

molecular de 1.5 ns em um cubo de dimensões 85x100x80 Å, usando o algoritmo 

Leap-Frog para cada um dos ligantes no sitio de ligação. Dividimos essa dinâmica 

em dois passos: durante os primeiros 500ps permitimos que somente as moléculas 

de água se movimentassem, de modo a acomodar o solvente. Durante a segunda 
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parte dessa dinâmica, permitimos que todo o sistema, incluindo as moléculas de 

água, se movimentasse por 1ns.  

 Terminados esses dois passos, após a confirmação do equilíbrio do sistema 

pela visualização direta do gráfico de energia total, utilizamos as coordenadas 

referentes ao ligante como entrada para duas novas simulações de dinâmica 

molecular: a primeira em água e a segunda no sítio de ligação do receptor, em uma 

esfera de 28Å de raio, mantendo como centro da esfera o íon correspondente ao 

MIDAS. Nessa esfera foi permitido que todo o sistema se movesse, considerando o 

solvente explicito, e não limitamos o alcance dos átomos com nenhum raio de corte. 

Essa etapa durou 1ns, e para a análise dos resultados, visando ao cálculo de 

energia livre, utilizamos somente os últimos 500ps, após nova verificação da energia 

total do sistema e a confirmação de seu equilíbrio.  Esses passos foram repetidos 

para todos os ligantes. 
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4 – Resultados 
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 Nesse capítulo apresentaremos os resultados obtidos mediante o uso de três 

técnicas computacionais: modelagem comparativa, docking molecular e dinâmica 

molecular, para analisar as interações entre a integrina VLA-4 e inibidores 

específicos. 

 

4.1 - Modelagem Comparativa 

4.1.1 - Construção do modelo 

Para elucidar a estrutura espacial da integrina 41 lançamos mão da 

integrina αv3, relacionada estrutural e evolutivamente, utilizando para isso a 

metodologia computacional de modelagem comparativa. O modelo criado provê um 

melhor entendimento sobre a conformação espacial e possivelmente um melhor 

esclarecimento sobre as interações com ligantes naturais e moléculas antagonistas, 

auxiliando no desenvolvimento de fármacos potencialmente mais eficazes.  

A integrina VLA-4 foi modelada usando como molde a estrutura cristalográfica 

da integrina αVβ3 (CD51/CD61), com código PDB=1L5G  (Xiong et al., 2002).  

Até o presente momento, essa é a única integrina com a estrutura integral dos 

seus domínios extracelulares resolvidos experimentalmente que pode ser usada 

como molde. É importante ainda ressaltar que são observadas poucas mudanças na 

estrutura quaternária ao se sobrepor às estruturas cristalográficas dessa integrina no 

seu estado ligado com a estrutura sem o ligante (PDB=1JV2). Durante o processo 

de cristalização, o domínio extracelular da integrina foi imerso em uma solução 

contendo o pentapeptídeo cíclico (RGDf[Me]V) (Xiong et al., 2002). Durante esse 

processo algumas mudanças conformacionais podem ter ocorrido, por exemplo, a 

própria reestruturação molecular do receptor devido à inclusão do ligante. 
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É importante ressaltar que o cristal utilizado como molde foi obtido por 

difração de raios-X com uma resolução de 3.2 Å, sendo essa, portanto, uma 

resolução relativamente baixa, mas ainda assim aceitável para a construção de 

modelos por homologia (Baker and Sali, 2001). Embora a estrutura tridimensional de 

todos os domínios extracelulares da integrina utilizada como molde esteja resolvida, 

alguns não apresentam uma grande definição devido à baixa eletrodensidade, como 

os domínios PSI, EGF-1 e EGF-2 da subunidade β. Em alguns casos, algumas 

coordenadas não foram determinadas diretamente provocando descontinuidade na 

determinação da estrutura desses domínios particulares. Posteriormente, o mesmo 

laboratório que determinou as coordenadas da integrina αVβ3, publicou a estrutura 

do domínio PSI, com uma resolução de 3.1 Å, elucidando mais detalhadamente a 

estrutura desse domínio (Xiong et al., 2004). 

 A primeira fase para a construção do modelo demanda a disponibilidade das 

seqüências do receptor a ser modelado e as que serão usadas como molde. No 

nosso caso, as seqüências-alvo utilizadas para a construção do modelo (Takada et 

al., 1989), foram obtidas do banco de dados do Entrez Protein (Schuler et al., 1996), 

sob os números de acesso NP000876 (ITGA4 humana) e P05556 (ITB1 humana), 

para as unidades  e  respectivamente.  

 Para o alinhamento local (Smith and Waterman, 1981a) entre as seqüências 

das integrinas alvo VLA-4 e molde V3, empregamos o servidor BLAST (Altschul et 

al., 1997), porém esse alinhamento foi otimizado manualmente, de modo a preservar 

ou reposicionar alguns aminoácidos importantes, como os envolvidos no laço SDL 

(LYS190-PHE215), no motivo MIDAS (D150,L151,S152,Y153,S154,E249,D279), 

LIMBS e ADMIDAS, assim como algumas pontes dissulfeto (CYS207-CYS213 da 

cadeia e CYS183-CYS198 da cadeia ).  
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 O alinhamento entre as seqüências das unidades  e  da proteína-alvo e a 

proteína-molde é mostrado nas figuras 12 e 13. 

 Para a obtenção dos percentuais de identidade e similaridade entre as 

seqüências alvo e molde utilizamos a matriz de substituição BLOSUM62, obtendo os 

resultados descritos nas tabelas 3 e 4. Os valores obtidos encontram-se acima dos 

considerados mínimos para a construção de um modelo confiável (~25% ID) 

Tabela 3. Percentuais de identidade e similaridade entre as seqüências-alvo (4,1) 

e seqüências-molde (V,3) obtidos usando a matriz BLOSUM62. 

 Identidade Similaridade Gaps 

α4 x αv 27.9% 45.3% 14.2% 

β1 x β3 43% 60% 3% 

 

A identidade seqüencial é a ocorrência de um mesmo aminoácido na mesma 

posição em seqüências alinhadas. A similaridade seqüencial leva em conta 

substituições conservativas, ou seja, aminoácidos com características fisico-

químicas similares, conforme diferentes critérios adotados pelas matrizes de 

substituição. As regiões de gap são espaços abertos entre as seqüências, que não 

encontram similares na seqüência alinhada. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

           .|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|... 

Alfa4  34  YNVDTESALLYQGPHNTLFGYSV--VLHSHGANRWLLVGAPTANWLANASVINPGAIYRCRIGKNPGQTCEQLQLGSPNGEPCGK-TCLE 120  

AlfaV  31  FNLDVDSPAEYSGPEGSYFGFAVDFFVPSASSRMFLLVGAPKAN-TTQPGIVEGGQVLKCDWSST--RRCQPIEFDATGNRDYAKDDPLE 117  

 

           .|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|... 

Alfa4  121 ERDNQWLGVTL-SRQPGENGSIVTCG--HRWKNIFYIKNENKLPTGGCYGVPPDLRTELSKRIAPCYQDYVKKFGENFASCQAGISSFYT 207  

AlfaV  118 FKSHQWFGASVRSKQ----DKILACAPLYHWRT--EMKQERE-PVGTCF-LQDGTKT---VEYAPCRSQDIDADGQGF--CQGGFSIDFT 194  

 

           .|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|... 

Alfa4  208 K-DLIVMGAPGSSYWTGSLF--------------VYNITTNKYKAFLDKQNQVKF-GSYLGYSVGAGHFRSQHTTEVVGGAPQHEQ-IGK 280  

AlfaV  195 KADRVLLGGPGSFYWQGQLISDQVAEIVSKYDPNVYSIKYNNQLA--TRTAQAIFDDSYLGYSVAVGDFNGDGIDDFVSGVPRAARTLGM 282  

 

           .|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|... 

Alfa4  281 AYIFSIDEKELNILHEMKGKKLGSYFGASVCAVDLNADGFSDLLVGAPM------QSTIREEGRVFVYINSGSGAVMNAMETNLVGSDKY 364  

AlfaV  283 VYIY--DGKNMSSLYNFTGEQMAAYFGFSVAATDINGDDYADVFIGAPLFMDRGSDGKLQEVGQVSVSLQRASG---DFQTTKLNGFEVF 367  

 

           .|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|... 

Alfa4  365 AARFGESIVNLGDIDNDGFEDVAIGAPQ-EDDLQGAIYIYNGRADGISSTFSQRIEGLQISKSL-SMFGQSISGQIDADNNGYVDVAVGA 452  

AlfaV  367 -ARFGSAIAPLGDLDQDGFNDIAIAAPYGGEDKKGIVYIFNGRSTGLNAVPSQILEGQWAARSMPPSFGYSMKGATDIDKNGYPDLIVGA 456 

 

           .|....|....| 

Alfa4  453 FRSDSAVLLRTR 464 

AlfaV  457 FGVDRAILYRAR 468  

 
Figura 12 – Alinhamento entre as seqüências correspondentes ao sitio de ligação das subunidades 4 e V. Os resíduos ressaltados em  
vermelho assinalam identidade e os amarelos similaridade.  
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           |....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 

Beta1  140 DYPIDLYYLMDLSYSMKDDLENVKSLGTDLMNEMRRITSDFRIGFGSFVEKTVMPYISTTPAK-LRNPC-TSEQNCTTPFSYKNVLSLTN 227  

Beta3  130 DYPVDIYYLMDLSYSMKDDLWSIQNLGTKLATQMRKLTSNLRIGFGAFVDKPVSPYMYISPPEALENPCYDMKTTCLPMFGYKHVLTLTD 219  

 

           |....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 

Beta1  228 KGEVFNELVGKQRISGNLDSPEGGFDAIMQVAVCGSLIGWRN-VTRLLVFSTDAGFHFAGDGKLGGIVLPNDGQCHL-ENNMYTMSHYYD 315  

Beta3  220 QVTRFNEEVKKQSVSRNRDAPEGGFDAIMQATVCDEKIGWRNDASHLLVFTTDAKTHIALDGRLAGIVQPNDGQCHVGSDNHYSASTTMD 309  

 

           |....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 

Beta1  316 YPSIAHLVQKLSENNIQTIFAVTEEFQPVYKELKNLIPKSAVGTLSANSSNVIQLIIDAY 375                                

Beta3  310 YPSLGLMTEKLSQKNINLIFAVTENVVNLYQNYSELIPGTTVGVLSMDSSNVLQLIVDAY 369    

 

 

Figura 13 – Alinhamento entre as seqüências correspondentes ao sitio de ligação das subunidades 1 e 3. Os resíduos ressaltados em  
vermelho assinalam identidade e os amarelos similaridade.  

 

 

 

 

 

 

 



Quando considerado somente o sítio de interação entre o ligante e o receptor, 

que é nosso sítio de interesse, definido pelos aminoácidos 34 a 464 e 140 a 376, das 

cadeias e  respectivamente, esses valores melhoram significativamente o que 

garante uma maior confiabilidade do modelo, ao menos nessa região (tabela 4). 

Tabela 4 - Percentuais de identidade e similaridade da região correspondente ao sitio 
de ligação (β-propeller e β A-domain) 

 Identidade Similaridade Gaps 

α4 x αv 33.5% 51.3% 11.9% 

β1 x β3 55.8% 71.7% 1.7% 

 
Quando calculado o percentual somente na região de interesse, os valores de identidade e similaridade 
aumentam, indicando que a maioria dos resíduos que não encontra correspondente no alinhamento 
entre a seqüência inteira se localizam em regiões periféricas à região de ligação. 

 

 Após o alinhamento entre as seqüências do α4 e αV, o “escore” calculado foi de 

273 e o “valor esperado” foi de 1x10-73, enquanto no alinhamento entre as seqüências 

β1 e β3 o “escore” foi de 605 e o “valor esperado” foi de 1x10-173.  A significância do 

escore é confirmada pelo baixo valor esperado, o que elimina a possibilidade de que o 

alinhamento tenha sido encontrado ao acaso. O escore é calculado através das 

matrizes de substituição, onde o valor dos aminoácidos alinhados que têm equivalentes 

nas sequencias comparadas deve ser maior do que o valor obtido pelas substituições. 

Na construção dos domínios mais importantes, como o  -propeller e o  A-

domain, caracterizados em conjunto como sítio de ligação dos ligantes, alguns 

cuidados foram tomados de maneira a preservar as estruturas secundárias e manter 

conservadas as posições daqueles aminoácidos responsáveis pela coordenação dos 

íons imprescindíveis para o processo de ligação (MIDAS, ADMIDAS).  

Para algumas regiões de laço do VLA-4 que apresentaram baixa similaridade, 

quando comparadas com o molde, fizemos outras buscas no BLAST, usando somente 
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a seqüência correspondente à alça, na tentativa de encontrar modelos mais 

apropriados. Porém em todas elas, encontramos como resultado sempre o mesmo 

molde já utilizado (PDB=1L5G). 

 Inicialmente geramos 30 modelos de cada subunidade e após a construção, 

selecionamos o melhor modelo de cada uma, levando em consideração o valor da 

função objetiva, que é bastante eficiente para a seleção e ranking dos modelos 

construídos (Sali et al., 1995). O valor da função objetiva não é absoluto, já que 

somente pode ser usado para a comparação de modelos gerados pelo mesmo 

alinhamento. Devido à complexidade do heterodímero, decidimos que 30 modelos seria 

uma quantidade aceitável, dado que para outros modelos construídos a partir de 

estruturas com melhor resolução, o número de modelos construídos é de 20, em 

média.  

 As estruturas dos domínios EGF-1 e EGF-2, precariamente definidas no molde, 

puderam ser reconstruídas utilizando-se as estruturas dos domínios vizinhos EGF-3 e 

EGF-4, devido à sua considerável similaridade (32,1% ID e 41% similaridade). Essas 

regiões, por não participarem diretamente da ligação com os ligantes, não foram 

construídas com grande acurácia, porém sua importância não deve ser descartada, já 

que certamente participam da transmissão de sinais intra/extracelulares (Arnaout et al., 

2005).  

 As coordenadas dos oito íons Mn2+ presentes na estrutura-molde foram 

conservadas também no modelo, porém os átomos foram trocados por Mg2+, já que os 

programas utilizados neste trabalho não estão parametrizados para lidar com átomos 

de Mn2+. Dado que os aminoácidos da região MIDAS, envolvidos na sua coordenação, 

são idênticos entre o alvo e o molde, pudemos manter as mesmas coordenadas, 

embora somente sete estejam presentes no sítio de ligação (três no β1 e quatro no α4). 
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Após a inserção dos íons, o próximo passo foi realizar uma minimização de energia de 

1000 passos com o algoritmo de Máximo Declive, de modo a acomodá-los em posições 

energeticamente mais favoráveis.  

 O motivo MIDAS se repete em todas as integrinas descritas, sendo bastante 

conservado evolutivamente. Na integrina VLA-4, os resíduos que compõem o motivo 

MIDAS são os seguintes: D150, L151, S152, Y153, S154, E249, D279 (figuras 14 e 

15). 

 

 

 

           150       249   279   

           |....|....|.....|  

Beta1  150 DLSYS-----E-----D 

Beta3  119 DLSYS-----E-----D 

           |....|....|.....|  

         119       220   251   

 

Figura 14 – A) Destaque do alinhamento da região MIDAS, mostrando que não há alterações entre as 
duas seqüências. B) Região que circunda o íon Mg

2+
 com os aminoácidos D150, L151, S152, Y153, 

S154, E249, D279, envolvidos em sua coordenação. 
 

 

Dessa maneira, foi possível construir toda a estrutura de superfície do VLA-4 

utilizando conjuntamente as coordenadas do αVβ3 e também dos domínios 

separadamente. A figura 16 mostra a estrutura tridimensional do heterodímero VLA-4. 
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SER 152 
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Figura 15 - Detalhe do entorno dos íons Mg2+ presentes no sitio de ligação. A) Primeiro íon, 
coordenado pelo motivo LIMBS, que parece ter o seu entorno já comprometido com outros aminoácidos 
que o coordenam: OE1 e OE2 – GLU169, OE1 e OE2 - GLU249, NE2 - HIS283, O - PRO248. B) 
Entorno do íon coordenado pelo motivo MIDAS, descrito na literatura como o íon participante da 
interação com os ligantes. C) Íon coordenado pelo motivo ADMIDAS. 

 

 

C 

B 
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Figura 16 Modelo do VLA-4. A) Visão do heterodímero a partir da subunidade α. B) Visão do 
heterodímero a partir da subunidade β. Figura C) Visão lateral, no sentido do dobramento, mostrando o 
contato próximo entre os monômeros. Figura D) Visão superior. Em verde a subunidade alfa e em ciano 

http://biotech.ebi.ac.uk:8400/
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base em estudos estatísticos realizados no Protein Data Bank. Os resultados providos 

pelo programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993a) são detalhados nos chamados 

gráficos de Ramachandran. As figuras 17-19 mostram a validação do molde e dos 

modelos pelo PROCHECK. 

 O modelo tridimensional final gerado do VLA-4 apresenta uma boa qualidade 

estereoquímica, apresentando um valor do parâmetro G (G-factor) global de -0.36 para 

a cadeia α e -0.11 para a cadeia β, enquanto valores acima de -0.50 são considerados 

aceitáveis e valores entre -0.5 e -1.0 são considerados pobres. O valor total do 

parâmetro G para a estrutura representa uma média cuidadosamente ponderada de 

todas as análises realizadas pelo PROCHECK, como a combinação dos ângulos phi-

psi, chi1-chi2, comprimento das ligações e ângulos da cadeia principal, dentre outras. 

Proteínas que apresentam resíduos com valores muito baixos do parâmetro G podem 

ter problemas com sua estrutura global. 
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Figura 17 - Gráficos de Ramachandran correspondentes às estruturas completas das cadeias 
αV (A) e β3 (B) usadas como molde. A maior parte dos resíduos de ambas as unidades se 
encontra em regiões permitidas (717 e 445), enquanto poucos se encontram em regiões menos 
favoráveis (35 e 30), respectivamente para a unidade α e β e nenhum resíduo se encontra em 
regiões não permitidas. 

A 

B 
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Figura 18 - Gráficos de Ramachandran correspondentes às estruturas completas das cadeias 
α4 (A) e β1 (B) geradas. A maior parte dos resíduos de ambas as unidades se encontra em 
regiões permitidas (739 e 571), enquanto poucos se encontram em regiões menos favoráveis 
(29 e 35) e poucos resíduos (11 e 10) se encontram em regiões não permitidas 
respectivamente para a unidade α e β. 

B 

A 
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Figura 19 - Gráficos de Ramachandran correspondentes às estruturas do sitio de ligação das 
cadeias α4 (A) e β1 (B) geradas. A maior parte dos resíduos de ambas as unidades se 
encontra em regiões permitidas (344 e 201), enquanto poucos se encontram em regiões menos 
favoráveis (16 e 5) e poucos resíduos (4 e 2) se encontram em regiões não permitidas 
respectivamente para a unidade α e β. Nenhum dos resíduos localizados em regiões não 
permitidas é relevante para a interação com os ligantes, estando posicionados em regiões 
distantes do sitio de encaixe. 

B 

A 
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Conforme a validação feita com o programa VERIFY3D (Luthy et al., 1992), que 

mede a compatibilidade da estrutura tridimensional com sua seqüência, detectando 

possíveis erros de enovelamento, 85,42% dos resíduos da unidade α e 85,71% da 

unidade β tiveram um escore 3D-1D médio maior que 0.2, atestando para uma boa 

qualidade no enovelamento na região do sitio de ligação. 

As análises feitas pelo programa WHATCHECK (Hooft et al., 1996) também 

atestaram quanto à qualidade estereoquímica, formação de regiões centrais 

hidrofóbicas, comprimentos de ligações, ângulos diedrais e planaridade dos anéis das 

cadeias laterais. 

Uma conseqüência do alinhamento manual, utilizado para a otimização da 

estrutura é a de inevitavelmente ocorrerem conflitos entre as cadeias laterais da 

proteína construída. Isso ocorre devido a mudanças de tamanho e distribuição de 

cargas das cadeias laterais. Alguns resíduos se posicionaram fora das regiões 

permitidas. Optamos por minimizar a estrutura modelada utilizando o algoritmo 

gradiente conjugado por 30.000 passos, como tentativa de reposicionar esses resíduos 

em ângulos aceitos. Após a minimização, apenas 4 aminoácidos da subunidade α e 2 

da subunidade β estavam em regiões não permitidas. 

O RMSD entre o cristal do β-propeller da subunidade αV e o mesmo domínio da 

α4 é de 0.75 Å, enquanto entre o domínio A da β3 e o domínio A do β1 é de 0.57 Å, 

calculado para os carbonos , mostrando uma grande semelhança estrutural entre a 

integrina molde e o modelo construído (Figura 20). Em modelos teóricos gerados por 

diferentes metodologias, incluindo modelagem comparativa, pode-se aceitar um RMSD 

de aproximadamente 1Å entre o molde e o modelo. Nossa estrutura apresenta um valor 

abaixo de 1Å e, portanto, mais confiável, do valor que se pode considerar como um 

bom resultado (Chothia and Lesk, 1986), utilizando esse parâmetro como referencial. A 
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grande maioria das estruturas secundárias se mantém conservadas estruturalmente, 

embora algumas diferenças possam ser observados, correspondendo a regiões de alta 

flexibilidade. As regiões críticas, como as que circundam os íons, a região SDL e o sítio 

de ligação se mantém conservadas. 

A região de interesse da integrina VLA-4 utilizada compreende 431 resíduos da 

subunidade α e 237 da subunidade β e desse total, 48 resíduos da α e 37 da beta 

estão na interface entre eles, conforme calculado utilizando o servidor PISA - Protein 

Interfaces, surfaces and assemblies (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html) 

(Krissinel and Henrick, 2005). 

 

Figura 20 – Sobreposição de estruturas para o cálculo do RMSD entre os sítios de ligação do v3 

(vermelho) e 41 (verde). O RMSD foi calculado entre o melhor modelo construído após a minimização 

de energia e as coordenadas do molde utilizado, v3. O valor encontrado entre as subunidades  é de 

0.75Å e entre as subunidades  é 0.57Å, considerando-se somente os C.  

 

Conforme análise do modelo gerado, somente três pontes de hidrogênio se 

fazem presentes entre as cadeias  e  (TYR253A-GLY286B, TYR364A-ALA320, 
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GLU370-LYS289). A área acessível ao solvente é de aproximadamente 29975,9 Å2. No 

entanto, desse total, 2977,1 Å2 se encontram na região da interface, em uma região 

inacessível ao solvente.  

A sobreposição das estruturas do modelo e do molde auxilia na verificação de 

regiões discrepantes entre o molde e o modelo. O RMSD foi calculado entre o melhor 

modelo construído após a minimização de energia e as coordenadas do molde, v3. 

O valor encontrado entre as subunidades  é de 0.75Å e entre as subunidades  é 

0.57Å, considerando-se somente os C(Figura 20). Esses baixos valores indicam uma 

grande similaridade estrutural entre os sítios de ligação dessas integrinas. Essa 

observação era esperada, já que, em modelos contruídos por modelagem comparativa, 

as características estruturais são herdadas da proteína molde. 

De modo a observar as possíveis interações complementares aos ligantes, 

também analisamos o perfil eletrostático dessa região observando que a região que 

circunda os sítios MIDAS, ADMIDAS e LIMBS é bastante eletronegativa, devido a uma 

grande concentração de resíduos carregados negativamente nessa região e, 

necessária para a ligação dos íons Mg2+, desempenhando um papel importante nos 

grupos carregados dos ligantes (figura 21). 

Ainda que os ligantes pudessem encaixar em outras regiões da proteína, sabe-

se, através de experimentos de mutagênese sitio-dirigida em outras integrinas, que o 

sitio de ligação se encontra na interface formada entra as duas subunidades e que os 
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Figura 21 - Perfil eletrostático da região de ligação do molde αvβ3 (A) e do modelo α4β1 (B). 
Observamos que no perfil do VLA-4 há uma concentração maior de resíduos carregados na fenda 
formada na interseção entre as subunidades, indicada pelas setas. Posteriormente essa região foi 
utilizada para o docking. Após a minimização de energia o íon coordenado pelo MIDAS se movimentou 
em direção ao interior da subunidade β e, portanto, não aparece com destaque na figura. 

 

4.2 - Docking Molecular 

4.2.1 - Procedimentos 

 

Metodologias teóricas e computacionais podem ser utilizadas para analisar e 

predizer interações entre ligantes e macromoléculas. Tendo em mãos o modelo já 

B 

A 
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validado e aprovado, demos prosseguimento à análise da interação entre VLA-4 e seus 

ligantes, utilizando para isso a metodologia de docking molecular.  

Sabe-se que as integrinas são proteínas dependentes de íons divalentes 

(Dransfield et al., 1992; Qu and Leahy, 1996; Shimizu et al., 1990). Dessa maneira, 

mantivemos a região que compreende esses íons e outros resíduos críticos, assim 

como aqueles envolvidos em sua coordenação como a região principal para o docking. 

Os experimentos de docking foram realizados utilizando a região que compreende a 

extremidade N-terminal de ambas as subunidades (α-β-propeller e β domínio A). 

Delimitamos a área do sitio de ligação em um cubo de 35Ǻx55Ǻx57Ǻ, com uma 

discretização de 0.25Ǻ para o grid, sendo essa uma região que compreende o sítio de 

interesse. A discretização corresponde ao espaçamento existente entre cada ponto 

formado pela matriz que substitui a proteína para o docking. 

O procedimento de docking resultou em 240 modelos possíveis de cada um dos 

ligantes. A primeira escolha das melhores soluções apresentadas pela metodologia, foi 

baseada no critério de menor energia potencial do complexo integrina–ligante. Em 

seguida, separamos todos os 240 resultados obtidos em famílias estruturalmente 

semelhantes, mantendo um RMSD de 3.5 Å entre os ligantes pertencentes à mesma 

família como limite máximo para a divisão. O expoente de menor energia de cada 

família foi escolhido como o elemento representativo do grupo. 

 Os fármacos testados foram selecionados tendo como base a sua eficácia 

biológica no tratamento de patologias associadas ao VLA-4, e outras seqüências 

derivadas de ligantes naturais descritas na literatura cuja utilização é promissora no 

desenho de antagonistas específicos e seletivos para essa integrina (Pepinsky et al., 

2002). 
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  Utilizamos como ligantes fragmentos de moléculas que se ligam 

fisiologicamente ao VLA-4, fármacos sintetizados com base na sequencia ILDV, e 

ainda uma seqüência utilizada experimentalmente como controle negativo. 

O próximo critério estabelecido para selecionar as soluções significativas foi a 

distância máxima de 4,5 Å entre o íon do motivo MIDAS e qualquer um dos átomos de 

oxigênio do resíduo ácido dos ligantes RGDf[Me]V, CQIDSPC, ILDV e 4-[N'-(2-

methylphenyl)ureido]phenylacetyl-R. 

Inicialmente resolvemos estudar o comportamento de dois desses ligantes no sitio 

de ligação do VLA-4. Para isso escolhemos os peptídeos cíclicos RGDf[Me]V e 

CQIDSPC, mantendo fixos os ângulos torcionais da cadeia principal (backbone).  

 

4.3 – Ligantes Peptídicos 

4.3.1 - CQIDSPC  

O receptor de integrina VCAM-1 é expresso normalmente no endotélio vascular e 

sua interação com o VLA-4 é um dos pilares iniciais do processo de migração 

linfocitária para a corrente sanguínea. A seqüência TQIDSPL encontra-se 

especificamente na alça C-D do VCAM-1 e experimentalmente já foi testada sua 

importância no bloqueio do VLA-4 (Spring et al., 2001). A estrutura obtida por difração 

de raios-x do VCAM-1 mostra que o tripeptídeo IDS, também reconhecida como uma 

das seqüências de ligação ao VLA-4, se encontra em uma região altamente exposta ao 

solvente e se projeta para fora do receptor (Wang et al., 1995), com o resíduo funcional 

ASP40 no topo dessa região, em uma posição ideal para a interação com a integrina.  

Foi mostrado que a seqüência QIDSP linear não apresenta atividade biológica 

(Jones et al., 1995), sugerindo que para conservar a afinidade, a estrutura espacial 

desse segmento deva ser estruturalmente o mais próxima possível daquela contida na 
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região da alça C-D. Os percentuais de inibição obtidos experimentalmente em células 

Ramos foram 81±3% e 3±3% para o peptídeo cíclico e linear, respectivamente. Com 

base nessa informação, construímos o peptídeo cíclico CQIDSPQ a partir da estrutura 

do VCAM-1 (PDB=1VCA), mutando computacionalmente os resíduos das extremidades 

(T e L) por cisteínas, tentando preservar ao máximo a estrutura dessa alça (figura 22) 

(Jones et al., 1995). 

  

Figura 22 – A) Estrutura obtida por difração de raios-X do segmento do VCAM-1 responsável pela 
ligação com o VLA-4 (PDB=1VCA). Em destaque, o tripeptídeo responsável pela interação com a 
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Estudos prévios de dinâmica molecular utilizando esse peptídeo em solução 

constataram que após a simulação a disposição pentagonal se mostrou mais regular 

com uma distância aproximadamente igual entre os Cα (Xiong et al., 2002). Então, a 

distorção na sua estrutura em complexo com integrina αvβ3 está aparentemente 

relacionada à interação com o íon Mn, presente nesse cristal, e os aminoácidos do sitio 

de ligação do αvβ3. A conformação da cadeia principal desse pentapeptídeo é bastante 

similar (RMSD=1.25A) à existente na desintegrina equistatina, um ligante natural de 

algumas integrinas (Saudek et al., 1991). 

 

Figura 23 - Estrutura tridimensional do ligante RGDf[Me]V, usado como controle negativo para os 
experimentos de docking. A estrutura desse pseudo-peptídeo foi obtida experimentalmente, 

complexado à estrutura da integrina v3. 

 

 A figura 24 mostra os valores de energia potencial e energia de interação das 

famílias dos ligantes CQIDSPC e RGDf[Me]V, obtidas com o programa DOCKTHOR 

(Júnior and Dardenne, 2005). As setas indicam soluções aceitas, conforme os critérios 

adotados para os ligantes com o aspartato na sua composição. A primeira família 

aceita de RGDf[Me]V aparece somente no 10º grupo de soluções, mostrando que 

outras soluções de menor energia foram encontradas, porém sem cumprir a condição 

de coordenação do ácido aspártico com o íon da região MIDAS, importante para a 

ligação. Já no caso do peptídeo CQIDSPC, as soluções que satisfazem as condições 

de escolha se acham em pontos de energia mais baixos. 
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Figura 24 – Valores de energia potencial para os ligantes RGDF[ME]V e CQIDSPC. As setas indicam as 
famílias que apresentam soluções aceitas, conforme os critérios adotados. A energia do peptídeo 
CQIDSPC apresenta valores mais favoráveis e indicam a preferência desse ligante em relação ao 
RGDf[Me]V. 

 

Os resultados correspondentes às soluções de menor energia das famílias 

aceitas são mostrados na tabela 5. 

Tabela 5 – Energia potencial e energia de interação para os dois ligantes, RGDF[ME]V 

e CQIDSPC, considerando os menores valores.   

 Energia Potencial / kcal mol-1 Energia de Interação/ kcal mol-1 RMSD / Å * 

RGDf[Me]V -53,2 -65,4 2.11 

CQIDSPC -73,4 -71,3 1.08 

*Na quarta coluna o RMSD calculado entre a solução de menor energia potencial e a de menor energia 
de interação. 

 

O ligante CQIDSPC relacionado com a seqüência do VCAM apresenta valores de 

energia mais favoráveis que o RGDf[Me]V, tanto para a energia potencial como de 

interação molecular. Notamos a formação de uma ponte de hidrogênio entre o HE2-
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GLN do ligante e O-VAL245 da cadeia alfa, além de outras três entre o ligante e a 

cadeia beta (O-CYS7 do ligante- OD1-ASP157B, N-CYS1 do ligante-OE1-GLU340B, 

O-GLN2 do ligante-HG-SER247B), concomitantemente à forte interação eletrostática 

entre o ASP do QIDS e o íon pertencente ao MIDAS.  

 No caso do ligante RGDf[Me]V, observa-se somente uma forte interação 

eletrostática entre o átomo OD2 do ASP com o íon de Mg+2 localizado no MIDAS da 

subunidade β1. Esse mesmo ligante, quando ligado ao v3, além de interagir com as 

duas subunidades, ligando o aspartato ao íon do MIDAS, forma pelo menos duas 

pontes de hidrogênio com resíduos na cadeia alfa, tais como NH1:ARG-OD2:ASP150 e 

NH2:ARG-OD2:ASP216. Essas interações se perdem no caso do VLA-4, devido a 

substituições ocorridas por outros aminoácidos. 

As energias de interação são -71.3 Kcal/mol e -65.4 Kcal/mol, enquanto a 

distância entre o oxigênio do aspartato ao íon Mg2+ foi de 2.25Å e 2.66Å, 

respectivamente para os ligantes RGDf[Me]V e CQIDSPC (figuras 25-27). Essa 

diferença de energias de interação entre as soluções poderia explicar a diferença de 

afinidades entre ambos ligantes.  

A ligação favorável do ligante RGDf[Me]V ao αVβ3 e desfavorável ao VLA-4 pode 

ser explicada por alterações presentes no sitio de ligação do αvβ3 e que são 

substituídos por outros dois com características físico-quimicas distintas: o ASP150, 

presente na subunidade αV é substituído, na posição equivalente na α4, pelo 

aminoácido PHE158 e o aminoácido GLN180 da αV é substituído pelo aminoácido 

THR189 na α4. A energia de interação desse ligante, com o sitio de ligação da 

integrina αVβ3 é de -80.014 Kcal/mol, confirmando a sua preferência por esse ligante. 

A cadeia lateral da ARG, presente no tripeptídeo RGD forma duas pontes de hidrogênio 

com a subunidade , ligando esses dois aminoácidos específicos (Xiong et al., 2002). 
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A alteração desses dois aminoácidos descritos pode ser importante para a seletividade 

de ligantes do VLA-4. 

 

Figura 25 – Valores de energia de interação para os ligantes RGDf[Me]V e CQIDSPC no sítio de 

ligação do v3. As setas indicam as famílias que apresentam soluções aceitas, conforme os critérios 
adotados. A energia do peptídeo CQIDSPC apresenta valores mais favoráveis e indicam a preferência 
desse ligante em relação ao RGDf[Me]V. 
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Figura 26 - Posicionamento dos ligantes RGDf[ME]V (A,C) e CQIDSPC (B,D) em suas melhores 

configurações no sitio de ligação do 41. Observa-se o importante papel dos íons intermediando o 
encaixe dos ligantes. Em ambos, o aspartato do aminoácido ASP se posiciona direcionado para o íon 
coordenado pelo MIDAS.  

 

  
Energia de Interação do peptídeo CQIDSPC:  
-72,4 Kcal / mol 

Energia de Interação do peptídeo RGDf[ME]V:  
-45.9 Kcal / mol 

Figura 27 – Estruturas para o cálculo de energia de interação de ambos os ligantes, considerando a 
melhor solução aceita dos ligantes CQIDSPC (A) e RGDf[ME]V (B). 

 

 

A B 

C D 

A B 
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Os valores de energia potencial e de interação do ligante RGDf[Me]V, indicam 

que essa ligação também é possível. Ainda assim, esses valores, quando comparados 

aos outros ligantes utilizados, (CQIDSPC, PUPA e derivados), apresentam maiores 

energias e é, portanto, mais provável que esses últimos ligantes se encaixem no sitio 

de ligação com conformações estruturais energéticas mais adequadas.  

 

4.3.3 - ILE-LEU-ASP-VAL 

O tetrapeptídeo ILDV está presente no domínio CSIII da fibronectina (FN). Como 

a estrutura desse domínio ainda não é conhecida, suas coordenadas foram construídas 

utilizando o programa Spdbv (Guex and Peitsch, 1997), com base no domínio QIDS do 

VCAM-1 (Jones et al., 1995), conforme mostrado na figura 28. Esse peptídeo 

compartilha um ácido aspártico conservado em relação à seqüência RGD, porem essas 

duas seqüências não são relacionadas evolutivamente. A seqüência ILDV é homóloga 

e essencialmente isostérica da seqüência QIDS (Wang et al., 1995). Ao contrário do 

tripeptídeo RGD, cuja seqüência de aminoácidos é invariável, a seqüência LDV tem 

variabilidade limitada, em torno de uma seqüência consenso (L/I-D/E-S/T/V) (Curley et 

al., 1999). 

 

Figura 28 - Peptídeo linear ILDV: As coordenadas desse peptídeo foram criadas sobrepondo e 
alinhando essa seqüência ao segmento QIDS existente no VCAM-1. A região da fibronectina 
responsável pela ligação ao VLA-4, contendo essa seqüência, ainda não está resolvida 
experimentalmente. 
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4.4 – Ligantes Peptídeo Miméticos 

4.4.1 - 4-[N'-(2-methylphenyl)ureido]phenylacetyl-LDV  (PUPA) 
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PUPA-LDV: 0.0006 PUPA-6: 1.2 

 
 

PUPA-2: 0.0013 PUPA-7: 2.0 

 
 

PUPA-3: 0.058 PUPA-9: 2.5 

 
 

PUPA-4 0.067 PUPA-11: 11.4 

 

 

 ILDV: 66 

Tabela 6 - Ligantes da família 4-[N'-(2-methylphenyl)ureido]phenylacetyl-R (PUPA), com os respectivos 
valores de IC50 obtidos experimentalmente (Singh et al., 2002). 
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Figura 29 - 4-[N'-(2-methylphenyl)ureido]phenylacetyl-LDV: A isoleucina presente no peptídeo ILDV é 
substituída pelo grupamento PUPA, potencializando o efeito biológico. Nos experimentos de docking 
esse ligante mostrou os melhores resultados. 

 

4.4.2 - Ligantes da família 4-[N'-(2-methylphenyl)ureido]phenylacetyl-R 
(PUPA)  

 

Os ligantes membros dessa família foram descritos como bons inibidores de VLA-

4, e sua eficácia no tratamento de asma foi testada experimentalmente em ovelhas. 

Suas estruturas foram identificadas através de uma varredura in silico em um banco de 

dados de estruturas moleculares utilizando QSAR (Singh et al., 2002). 

Inicialmente, procedemos com o docking convencional, admitindo que todos os 

ângulos passiveis de torções se movimentassem, respeitando os limites estabelecidos. 

A partir dessa abordagem, os resultados não reproduziram o mesmo comportamento 

obtido pelos ensaios experimentais de IC50, com exceção do composto original 4-[N'-

(2-methylphenyl)ureido]phenylacetyl-LDV (figura 30), que manteve valores de energia 

potencial e de interação compatíveis com sua eficácia biológica, em relação aos outros 

compostos derivados. 
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Figura 30 - Valores de energia potencial obtidos pelo programa Dockthor. As setas indicam as famílias 
com soluções cujo OD1 ou OD2 do aminoácido ASP se encontram até 4.5A do ion Mg

2+
 coordenado 

pelo MIDAS.  

 

A seqüência peptídica inicial, ILDV, apresenta atividade biológica comprovada 

experimentalmente, e ao se adicionar o cap N-terminal, essa atividade é 

potencializada. A partir dessa estratégia, outros inibidores foram desenhados (Singh et 

al., 2002), mantendo-se o cap N-terminal e adicionando, como radical, outros 

grupamentos obtidos a partir de um screening in silico. Os ligantes dessa família, 

portanto, têm um grupamento químico constante. Baseado nessas informações, a 

estratégia elaborada foi a de manter esse grupamento restrito espacialmente, 

preservando as mesmas coordenadas obtidas no melhor resultado aceito do composto 

original da família (4-[N'-(2-methylphenyl)ureido]phenylacetyl-LDV). A partir de então, 

todos os membros dessa família têm um grupamento constante e restrito no processo 

de docking, com as mesmas coordenadas, variando-se somente o radical adicionado. 

Para os ligantes da família PUPA, o critério mantido foi o valor de energia de 

interação da molécula. Utilizando então esses critérios, obtivemos os seguintes 

números de famílias e energias, mostrados abaixo, nas figuras 30-31 e tabela 7: 
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Figura 31 – Variação de energia de interação calculada para todos os ligantes da série PUPA, conforme 
a classificação em famílias cujos membros apresentam semelhança estrutural em até 3.5A. Os números 
na parte superior de cada gráfico mostram o número de membros em cada família. Nas tabelas abaixo 
de cada gráfico são apresentadas as interações encontradas entre cada um dos ligantes e o receptor 
VLA-4. Dentre os ligantes dessa série, o PUPA-LDV apresenta as energias mais favoráveis de interação, 
assim como um maior número de interações com a proteína. A numeração do átomo segue de acordo 
com a tabela 6. 
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Utilizando a estratégia de docking parcial, mantendo o grupamento PUPA fixo, os 

valores de menor energia obtidos são mostrados na tabela 7. 

Tabela 7 - Energia potencial e de interação dos ligantes da série PUPA 

Ligante Energia Potencial Energia de Interação 

Pupa LDV -78.934 -78.086 

Pupa 2 -30.388 -39.362 

Pupa 3 -29.842 -45.747 

Pupa 4 -25.563 -47.809 

Pupa 6 -37.426 -48.564 

Pupa 7 -38.064 -45.736 

Pupa 9 -33.433 -42.909 

Pupa 11 -33.110 -41.847 

*Energias em Kcal/mol; mantendo-se o grupamento PUPA fixo. 

   
 

 

Figura 32 - Valores de energia potencial e de interação obtidos mantendo-se o grupamento PUPA fixo, 
reproduzindo as mesmas coordenadas do PUPA-LDV nas outras moléculas. O PUPA-LDV mostrou-se 
como o melhor ligante no docking convencional. Essas melhores energias podem estar relacionadas a 
presença do resíduo ácido ASP. Quando esse resíduo é removido, ou substituído por outros grupos 
químicos sem a mesma característica, a energia aumenta drasticamente. 
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Observamos que utilizando essa estratégia, os valores de energia de interação  

apresentaram qualitativamente uma melhor correlação com os resultados obtidos pelos 

experimentos de inibição, exceto para o ligante Pupa 2.  

Na análise da interação do ligante PUPA LDV com o receptor VLA-4 (figura 33), 

observamos um número maior de pontes de hidrogênio (Átomo 41-O:TYR153B, Átomo 

46-OG:SER152B, Átomo 41-OG:SER154B, Átomo 45-OG:SER154B, Átomo 50-

OG:SER247B, Átomo 15-NZ:LYS190A), quando comparado ao RGDf[ME]V ligado ao 

VLA-4, concomitante à sua interação com o íon coordenado pelo MIDAS. Esses 

fatores, em conjunto, proporcionaram uma diminuição na energia de interação e 

conferiram uma maior estabilidade no complexo VLA-4/ligante.  

 

Figura 33 - Pupa LDV no sitio de ligação, mostrando somente os resíduos envolvidos na formação de 
pontes de hidrogênio entre as subunidades alfa e beta e o ligante. Em ciano o ligante e em verde os íons 
Mg

2+
. 

 

As diferenças de ligação entre as moléculas analisadas e a não existência de 

correlação direta com os resultados experimentais podem ser explicadas pela ausência 

dos açucares nos sítios de glicosilação do modelo construído, que mesmo distantes da 

região da grade, podem atuar durante a ancoragem de proteínas maiores, como a 

fibronectina, estabilizando a interação. Como estudado em modelo murino, ocorrem 

mudanças na expressão, estado de glicosilação e função durante a ontogenia das 

Lys190 

Ser152 

Ser154 

Ser153 

Ser247 
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células T (Wadsworth et al., 1993) 
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Tabela 8 – Valores de energia livre de Gibbs em Kcal/mol, calculados após a dinâmica molecular nas esferas. 

 

 ΔG Kcal/mol Δ-Δ PUPA-LDV Δ-Δ Pupa2 Δ-Δ Pupa3 Δ-Δ Pupa4 Δ-Δ Pupa6 Δ-Δ Pupa7 Δ-Δ Pupa9 Δ-Δ Pupa11 Δ-Δ Pupa-IDS 

Pupa_LDV -17,5(7,5) 0,0 12,2(8,4) 10,4(9,3) 15,3(8,9) 13,4(8,5) 12,0(8,7) 12,9(8,3) 13,8(8,4) 8,3(10,8) 

Pupa_IDS -9,2(7,8) -8,3(10,8) 3,9(8,7) 2,0(9,5) 6,9(9,1) 5,1(8,8) 3,7(9,0) 4,6(8,6) 5,5(8,7) 0,0 

Pupa2 -5,3(3,9) -12,2(8,4) 0,0 -1,9(6,7) 3,0(6,1) 1,2(5,5) -0,2(5,9) 0,7(5,3) 1,6(5,4) -3,9(8,7) 

Pupa3 -7,2(5,5) -10,4(9,3) 1,9(6,1) 0,0 4,9(7,2) 3,1(6,8) 1,7(7,0) 2,5(6,5) 3,5(6,7) -2,0(9,5) 

Pupa4 -2,3(4,7) -15,3(8,9) -3,0(5,5) -4,9(7,2) 0,0 -1,8(6,2) -3,2(6,5) -2,4(5,9) -1,4(6,1) -6,9(9,1) 

Pupa6 -4,1(4,0) -13,4(8,5) -1,2(5,9) -3,1(6,8) 1,8(6,2) 0,0 -1,4(5,9) -0,6(5,4) 0,4(5,5) -5,1(8,8) 

Pupa7 -5,5(4,4) -12,0(8,7) 0,2(5,3) -1,7(7,0) 3,2(6,5) 1,4(5,9) 0,0 0,9(5,7) 1,8(5,8) -3,7(9,0) 

Pupa9 -4,7(3,6) -12,9(8,3) -0,7(
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Figura 34 – Energia Livre de Gibbs em Kcal/mol relativa ao ligante PUPA-LDV utilizado como 
referência. Existe uma tendência de ligação na seguinte seqüência: Pupa3, Pupa7, Pupa2, 
Pupa9, Pupa6, Pupa11, Pupa4. Os valores mostrados correspondem às médias ± desvio-
padrão dos cálculos realizados. 

 

4.5 - Ligante Pupa-IDS 

 

Testamos ainda in silico a eficácia de um ligante hipotético ainda não sintetizado, 

mantendo o grupamento 4-[N'-(2-methylphenyl)ureido]phenylacetyl juntamente com o 

tripeptídeo ILE-ASP-SER existente na sequencia do VCAM, conservando a mesma 

estrutura espacial do cristal, em uma estratégia similar à utilizada para a construção do 

peptídeo CQIDSPC e do inibidor PUPA-LDV. Fizemos o docking com o ligante PUPA-

IDS construído mantendo as mesmas configurações anteriores do programa, e 

utilizando como contra-ligante o VLA-4. Os resultados estão mostrados na figura 35. 



 102 

-82.000

-77.000

-72.000

14 14 15 8 12 9 3 5 2 11 6 3 1 1 2 5 6 1 2 7 2 1 6

Número de Membros da Família

E
n

e
rg

ia
 d

e
 I
n

te
ra

ç
ã

o
 (

K
c

a
l/
m

o
l)

Pupa IDS

 

Figura 35 – A) Valores de energia de interação entre o para o ligante PUPA-IDS. As setas assinalam 
famílias que apresentam soluções cujo OD1 ou OD2 do aminoácido ASP se encontra até 4.5A do íon 
MG

2+
 coordenado pelo motivo MIDAS. B) Número de membros em cada uma das famílias, classificados 

conforme o RMSD, juntamente com a variação de energia . 

A energia de interação parece se situar no mesmo patamar do ligante PUPA-

LDV, apresentando valores próximos, e indicando que esse ligante também poderia ser 
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utilizado em uma estratégia de inibição da atividade do VLA-4, ou então servir como 
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Figura 36 – Ligante proposto PUPA-IDS, mostrando seu posicionamento global entre as duas 
subunidades. Na tabela anterior estão explícitas as ligações feitas entre o ligante e a proteína. A 
energia desse ligante também se situa em uma faixa comparável com o PUPA-LDV, podendo manter a 
mesma eficácia na inibição do VLA-4 em ensaios biológicos futuros. 

 

Os resíduos listados podem estar envolvidos na seletividade dos ligantes. A 

comprovação dessa afirmação poderia ser feita através do docking de outras moléculas 

experimentalmente utilizadas como controle negativo em ensaios de adesão ou 

ligação. Para que esses resultados sejam plenamente aceitos, simulações maiores por 

dinâmica molecular serão necessárias, para que a estabilidade dessas interações seja 

verificada ao longo do tempo, assim como o cálculo de energia livre do sistema. 

 

 

 

 

 

 

 



 105 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 - Discussão 
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 No presente trabalho, analisamos a estrutura da integrina VLA-4, proteína cuja 

participação em processos inflamatórios e auto-imunes é alvo de diversas estratégias, 

visando ao bloqueio de sua interação com seus principais ligantes naturais, VCAM-1 e 

fibronectina. A metodologia adotada para a construção da estrutura tridimensional foi a 

modelagem comparativa, a metodologia teórica mais confiável atualmente, para a 

construção de estruturas protéicas que ainda não tenham sido resolvidas 

experimentalmente.  

 A estrutura nos permitiu analisar as interações entre o VLA-4 e diversos ligantes, 

cuja eficácia biológica na inibição dessa integrina já é conhecida, como as seqüências 

peptídicas LDV, IDS e RGD, e a família de fármacos 4-[N'-(2-

methylphenyl)ureido]phenylacetyl-R (PUPA), peptídeo-miméticos. Estudos similares já 

foram conduzidos em outras integrinas (Belvisi et al., 2005; Feuston et al., 2003; 

Macchiarulo et al., 2004; Moitessier et al., 2004), quase sempre visando ao estudo 

estrutural e a análise da interação com ligantes naturais e fármacos inibidores. 

 Utilizamos, para o docking , as seqüências características dos ligantes naturais, 

provenientes de sua estrutura experimental ou então construímos computacionalmente 

as que não estavam disponíveis publicamente.  

As análises preliminares do docking apontaram dois resíduos cujo papel pode 

ser relevante na seletividade do RGDf[me]V, quando analisado frente ao 41 e v3. 

Energeticamente, esse curto tripeptídeo se liga à subunidade v, via ASP150 e 

GLN180. Esses resíduos são substituídos por outros dois com características físico-

químicas bastante distintas na 4: PHE158 e THR189, respectivamente. Essas 

substituições podem ser levadas em consideração no desenho de futuros inibidores, 

inserindo grupamentos que interajam, de alguma forma, com o resíduo PHE158 (T-

stacking, -stacking), mantendo sua cadeia lateral exposta e/ou grupamentos que 
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formem pontes de hidrogênio com THR189, impedindo a aproximação de outros 

ligantes, ou mesmo solvente, que possam intermediar essa ligação. È importante 

ressaltar que, em ensaios de cromatografia, alguns peptídeos cíclicos contendo a 

tríade RGD em uma conformação específica imobilizados em sefarose podem inibir a 

ligação do VLA-4 ao VCAM-1 e ao CS-1 (Cardarelli et al., 1994). Em face desses 

resultados, não pode ser descartada a possibilidade de que uma configuração 

topológica específica possa se encaixar e inibir essa interação.  

Imobilizando o grupamento PUPA, mantendo as coordenadas obtidas pelo 

melhor ligante dessa família, PUPA-LDV, e permitindo que o restante da molécula, 

após o grupamento acetil, se movimentasse, obtivemos uma melhor correlação com os 

resultados experimentais, indicando que as coordenadas mantidas imóveis podem ser 

relevantes. 

 Quando comparados à seqüência derivada do VCAM-1 e o peptídeo RGD, 

torna-se clara a diferença de energias de interação, mostrando uma preferência do 

VLA-4 quanto ao VCAM-1. Em ambos os casos, o papel do domínio MIDAS, que 

coordena o íon Mg2+ ficou evidente, indicando que a interação eletrostática entre o 

resíduo ácido do ligante e o Mg2+ é importante para a estabilidade do complexo, como 

já sugerido (Craig et al., 2004). 

 A inserção do grupamento PUPA na seqüência LDV apresenta um aumento 

considerável na potência inibitória desse tripeptídeo (Lin and Castro, 1998). Esse dado 

é confirmado através de nossos experimentos in silico, cujos resultados indicam 

melhores energias no composto PUPA-LDV, quando comparado com os outros 

derivados dessa família.  

 As metodologias computacionais utilizadas mostram uma grande eficácia na 

representação de fenômenos biológicos cuja observação é difícil ou impossível por 
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outras abordagens. A própria estrutura tridimensional do VLA-4, cujo completo 

desconhecimento, até então, dificulta a obtenção de fármacos mais eficazes, 

representa um grande avanço no conhecimento do comportamento fisiológico dessa 

integrina, e seu uso se torna promissor, sabendo-se de suas limitações e vantagens. O 

programa utilizado para a avaliação dos modos de ligação, DOCKTHOR, também 

correspondeu às expectativas, quanto às soluções apresentadas, mantendo-se 

coerente com os dados. Análises anteriores, em outras integrinas (Jois and Teruna, 

2003; Moitessier et al., 2004), utilizaram somente o programa AUTODOCK. 

 A ausência de moléculas de água cristalográficas certamente poderá influenciar 

no resultado final do docking, já que, analisando as estruturas do I-domain disponíveis 

publicamente (Emsley et al., 2000; Lee et al., 1995a; Lee et al., 1995b), verifica-se duas 

formas distintas, chamadas de “aberta” e “fechada”, cuja diferença básica é a presença 

de uma molécula de água intermediando a ligação do ASP do ligante com o íon 

coordenado pelo MIDAS. Levando-se em consideração a similaridade estrutural entre o 

I-domain e o domínio A-domain da subunidade, a mesma analogia pode ser feita e 

poder-se-ia indagar se o mesmo comportamento é apresentado por esse domínio. 

  As estratégias anteriores visavam à busca de compostos bioativos em bancos 

de dados de estruturas químicas, através da localização de grupamentos com 

características definidas, que respeitem a distribuição espacial de cargas ou outros 

caracteres físico-químicos (Singh et al., 2004). Unindo-se essa técnica com os dados 

obtidos, a gama de compostos encontrados pode ser restrita aos mais eficazes, cujos 

grupamentos sejam complementares aos grupos químicos descritos como mais 

representativos, como o anel aromático 2-metilfenil do grupamento PUPA, por exemplo. 

Os inibidores encontrados por outras metodologias, ou então derivados de 



 109 

desintegrinas, não apresentam grande seletividade, quando testados, por exemplo, 

frente a 47 e 91 (Bazan-Socha et al., 2004). 

 A estratégia concebida, conforme o fluxograma elaborado, passando 

inicialmente pelo docking, e posterior minimização, seguida pela dinâmica molecular e 

cálculo de energia livre se mostra adequada para o estudo desse complexo, embora, 

devido ao tamanho do sistema, que apresenta aproximadamente 20.000 átomos, 

simulações maiores sejam necessárias, principalmente visando ao cálculo de energia 

livre em função do tempo de estabilidade das melhores conformações.  

 O modelo concorda com parte dos dados experimentais relativos aos inibidores 

de uma família (PUPA), e sua utilização pode gerar novos critérios na elaboração de 

novos antagonistas, potencialmente mais eficazes e seletivos. Outras famílias de 

inibidores já descritos podem ser testadas, e novos inibidores propostos através de 

metodologias teóricas poderão ser avaliados, previamente à sua síntese biológica.  

 O próximo passo a na seqüência de experimentos será o teste e análise dos 

mesmos ligantes, porém com o terminal carboxila carregado, mimetizando o 

comportamento do aminoácido ácido presente nos ligantes peptídicos. Essa alteração 

poderá apresentar resultados diferentes dos observados durante a experimentação 

com o terminal carboxila neutralizado. 
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6 – Conclusões 
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 A observação da estrutura primária indica uma estreita relação entre o VLA-4 e 

as outras famílias de integrinas, apresentando regiões bastante conservadas 

evolutivamente, como, por exemplo, os motivos MIDAS, ADMIDAS e LIMBS, que 

coordenam os íons divalentes, e mantêm-se na mesma região nas diversas 

subunidades   

 A região que circunda os íons se mostra bastante eletronegativa, dando indícios 

sobre o sitio de ligação das proteínas de matriz extracelular e consequentemente, essa 

região foi escolhida para o docking semi-rígido. 

 Após a seleção dos melhores resultados provenientes do docking, ficou clara a 

importância do motivo MIDAS, pois praticamente todos os ligantes que apresentam um 

resíduo acídico, representado pelo aminoácido ASP nas seqüências LDV, RGD e IDS, 

se posicionaram de maneira eqüidistante, com os oxigênios OD1 e OD2 voltados para 

o Mg2+ coordenado por esse motivo, enquanto a outra extremidade desses ligantes se 

ligava à subunidade  em diferentes aminoácidos. Fisiologicamente, o posicionamento 

dessas seqüências como uma ponte, pode impedir o encaixe de outras proteínas nesse 

mesmo sítio. As seqüências CQIDSPC e LDV, derivadas das proteínas de matriz 

extracelular, podem então ser usadas como inibidores de processos fisiopatológicos 

que envolvam a participação do VLA-4. O grupamento químico mostrou-se eficaz nos 

ensaios de IC50 previamente feitos por outros grupos, aumentando a inibição em 

diferentes sistemas experimentais e, conforme nosso estudo, esses resultados são 

confirmados.   

 Com os experimentos de docking conduzidos, pudemos propor diversos modos 

de ligação para as seqüências peptídicas e para o PUPA-LDV, indicando os possíveis 

contatos entre esses ligantes e o VLA-4. Alguns dos aminoácidos envolvidos nesses 

contatos, como a Phe195 e Lys190 podem ser alvos em potencial de futuros inibidores. 
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A interação do tipo “T stacking” presente entre a Phe195 e o anel 2-metilfenil parece 

conferir uma maior estabilidade na interação dos ligantes com a subunidade . 

Quando associada à ponte de hidrogênio formada entre o oxigênio da carbonila e a 

Lys190, essa estabilidade é aumentada, sendo essa uma interação igualmente 

importante. O tamanho da área delimitada para a construção da matriz se mostrou 

adequado ao sistema, abrangendo a maior parte dos resíduos participantes do sitio 

ativo.  

 As simulações de dinâmica molecular para o cálculo da energia livre de Gibbs 

podem ser conduzidas por um tempo maior, de modo a facilitar a observação de 

trechos maiores, mais estáveis energeticamente. Nesses trechos, a diferença de 

energia entre os estados solvatado e ligado poderia se aproximar dos valores 

esperados.  

 Em todas as metodologias envolvidas, o composto PUPA-LDV se mostrou mais 

eficaz que os outros testados. Esse comportamento pode ser atribuído a presença do 

resíduo ASP, ligado diretamente ao íon coordenado pelo motivo MIDAS. Quando esse 

grupamento é removido, ou então substituído por outro grupamento, sua energia de 

interação diminui drasticamente. Simulações posteriores podem esclarecer o papel do 

resíduo ácido ou então auxiliar no aprimoramento de ligantes que possuam algum 

grupamento químico que venha a mimetizar esse comportamento físico. Os resultados 

observados após a adição do CAP N-terminal contendo o grupamento PUPA à 

seqüência IDS presente no VCAM-1 mostraram que esse tri peptídeo é candidato à 

utilização no bloqueio do VLA-4, o que poderia se confirmar após seu teste biológico. 

Os valores de energia de interação obtidos são bastante próximos ao do PUPA-LDV, já 

utilizado com essa mesma finalidade. 
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7 - Perspectivas 
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- Refazer o docking dos compostos da série PUPA, com o grupamento terminal do 

ligante carregado, mimetizando o comportamento do resíduo ácido do ligante PUPA-

LDV. 

- Analisar in silico ligantes de outras famílias (derivados de N-(3-Fenilsulfonil-3-

piperidinoil)-fenilalanina; N-Acil-L-fenilalanina; compostos derivados de carboxilato) 

usando o modelo construído. 

- Analisar o comportamento dos ligantes testados e sua seletividade frente à integrina 

47. 

- Realizar simulações de dinâmica molecular mais longas do comportamento dinâmico 

do complexo integrina-ligante. 

- Confirmar a eficácia do composto PUPA-IDS em ensaios de ligação e inibição in vitro. 
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