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Resumo

A integrina a4p1 (VLA-4) € um alvo terapéutico em potencial devido ao seu
envolvimento em uma variada gama de processos fisiopatolégicos, principalmente
inflamacéo e auto-imunidade. Varias estratégias de inibicdo e bloqueio da ligacdo do
VLA-4 aos seus ligantes naturais, VCAM-1 e fibronectina em particular, jA& foram
propostas, visando a diminuicdo da migracdo de células inflamatérias em
guantidades excessivas, aos sitios de infec¢ao ou inflamacéo.

No presente trabalho, analisamos a estrutura do VLA-4 e sua interagdo com
os ligantes citados através de docking molecular, e seu comportamento energético
através de simulacdes por dinamica molecular.

Nossos resultados comprovam a eficacia do modelo construido, no sentido de
reproduzir o comportamento fisiolégico dessa integrina e respeitando dados
experimentais descritos na literatura. As energias mais favoraveis foram obtidas pelo
ligante VCAM-1 e pelo composto peptideo-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 residuos relevantes e o0s
tipos de interacdo mais frequentes. Observamos que os compostos da familia PUPA
mantiveram uma maior estabilidade, indicando que o grupamento adicionado na
extremidade N-terminal apresenta interacbes importantes, que devem ser
consideradas no desenho de novos compostos inibidores.

Em outra fase do trabalho, simulamos através de dindmica molecular a
movimentacdo do complexo receptor-ligante, visando o calculo da energia livre. Os
resultados desse estudo termodinamico também apontam o PUPA-LDV como

melhor ligante, guando comparado aos outros compostos estudados.



Abstract

The o4p1 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
guantities.

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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integrinas. Foram mantidos os dois aminoacidos nas extremidades e o primeiro e ultimo foram
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Figura 35 — A) Valores de energia de interacdo entre o para o ligante PUPA-IDS. As setas
assinalam familias que apresentam solug6es cujo OD1 ou OD2 do aminoacido ASP se encontra
até 4.5A do fon MG** coordenado pelo motivo MIDAS. B) Nimero de membros em cada uma
das familias, classificados conforme o RMSD, juntamente com a variacdo de energia

Figura 36 — Ligante proposto PUPA-IDS, mostrando seu posicionamento global entre as duas
subunidades. Na tabela anterior estédo explicitas as ligacdes feitas entre o ligante e a proteina. A
energia desse ligante também se situa em uma faixa comparavel com o PUPA-LDV, podendo
manter a mesma eficacia na inibicdo do VLA-4 em ensaios bioldgicos futuros.
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As integrinas sao glicoproteinas transmembranares do tipo I, que
atuam como moléculas de adesdo celular e de adesdo a matriz extracelular,
apresentando um papel relevante em diversos processos fisiopatolégicos. A familia
de integrinas very late antigen (VLA) é composta por, pelo menos, 11 membros
amplamente distribuidos nos tecidos e que interagem principalmente com proteinas
de matriz extracelular.

A integrina a4l é expressa em varias células do sangue, incluindo linfécitos,
e medeia a ligacdo ao dominio CS-1 da fibronectina e ainda a molécula VCAM-1.
Esse receptor é importante para o desenvolvimento dos linfocitos, recrutamento dos
leucocitos, inflamacdo e outras situacdes que requerem a adesdo 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
doencas inflamatdrias crénicas como a doenca pulmonar alérgica, o que sugere que
essa integrina poderia ser um alvo terapéutico para o tratamento da asma, artrite
reumatoéide e esclerose multipla, dentre outras doencas (Curley et al., 1999).

Diante das perspectivas de estudo e compreensdo dos mecanismos
moleculares de ligacdo do VLA-4 e dos resultados obtidos utlizando-se
metodologias computacionais e teodricas no estudo de sistemas bioldgicos
semelhantes (Feuston et al., 2002; Macchiarulo et al., 2004), propomos a mesma
abordagem como alternativa e suporte a elucidacdo das interacdes e modos de
ligacdo dessa integrina com compostos bioativos, visando ao auxilio na obtencao de
novos inibidores do VLA-4.

Para facilitar a compreensédo dos dados descritos na presente dissertacéo,

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

A migracdo dos linfécitos € parcialmente controlada pelos componentes de
matriz extracelular (MEC) e seus receptores. O direcionamento dessas células é, em
parte, dependente da expressdo diferencial desses componentes. Dentre as
principais proteinas envolvidas nesse processo, certamente as integrinas
representam um papel crucial.

As integrinas sao glicoproteinas transmembranares, que atuam como
moléculas de adesé&o celular e de adesdo a matriz extracelular, apresentando um
papel relevante em diversos processos fisiopatoldégicos. Dentre as proteinas
expressas em metazoarios, as integrinas sao as mais abundantes e constituem uma
das familias mais estudadas e bem descritas. Cabe destacar que até os mais
simples metazoarios, como esponjas e cnidarios apresentam integrinas (Burke,
1999; Hughes, 2001). Entre os vertebrados desempenham ainda um importante
papel na adeséo célula-célula. Desde sua descoberta (Hynes, 1987), essa familia de
proteinas se tornou uma das mais bem conhecidas e estudadas, devido a sua
enorme importancia como potencial agente terapéutico no tratamento de diversas
patologias, como por exemplo a esclerose mdultipla, asma, trombose e alguns
processos inflamatérios (Buckley and Simmons, 1997).

As integrinas podem servir ainda como receptores para alguns virus e
bactérias (Graham et al., 2005). Algumas, entretanto, sdo expressas em uma
linhagem celular ou um tipo celular especifico como, por exemplo, as integrinas da
familia B2, que s@o expressas essencialmente em células hematopoiéticas e a
integrina o EB7, que € expressa primariamente por linfécitos T em tecidos de mucosa

(Kilshaw, 1999).
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Tabela 1 — Relacao de integrinas e respectivos ligantes naturais.

Integrina Ligante

al* B2 ICAM

oaM* B2 Fibrinogénio, ICAM, iC3B
oX* B2 Fibrinogénio, iC3B

aD* B2 VCAM, ICAM

oE* B7 E-caderina

a1* 1 (VLA1) | Colageno, Laminina

a2* B1 (VLA2) | Colageno, Laminina

a3 B1 (VLA3) Laminina, Fibronectina, Trombospondina

o4 B1 (VLA4) Fibronectina (CS-1), VCAM-1

od B7 Fibronectina, VCAM, MAdCAM

a5 B1 (VLA5) Fibronectina

a6 B1 (VLAG) Laminina

Willebrand, trombospondina

ob B4 Laminina

o7 B1 Laminina

a8 B1 Fibronectina, Tenascina

a9 B1 Tenascina

a10* B1 Colageno

al1* B1 Colageno

allB B3 Colageno, Fibronectina, Vitronectina, Fibrinogénio, Fator de Von

aV B1 Fibronectina, Vitronectina

trombospondina

aV B3 Fibronectina, Vitronectina, Fibrinogénio, Fator de Von Willebrand,

oV B35 Vitronectina
oV 36 Fibronectina, Tenascina
oV B8 Coladgeno, Laminina, Fibronectina

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

2001.

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

11 membros amplamente distribuidos nos tecidos e que interagem principalmente

com proteinas de matriz extracelular.
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Sua estrutura quaternaria é composta por duas subunidades, chamadas a e
B, associadas nao covalentemente. J& foram descobertas 8 subunidades B e 18
subunidades a, porém até o momento, somente 24 combina¢cfes estdo descritas
(Tabela 1) (Arnaout, 2002; Humphries et al., 2000; Hynes, 1992).

A tabela 1 mostra uma série de integrinas cujos ligantes naturais ja foram
identificados. A fracdo mais importante de ambas as subunidades é extracelular,
com aproximadamente 1000 aminoacidos (subunidade a) e 750 aminoacidos
(subunidade B), enquanto a fragdo citoplasmatica apresenta aproximadamente 20
(subunidade a) e 50 aminoacidos (subunidade ). O comprimento do heterodimero é
de aproximadamente 24 nm. A subunidade B4 é uma excecdo, com um dominio
intracelular de aproximadamente 1072 aminoacidos.

O dominio N-terminal das subunidades o e B associam-se para formar a
cabeca da integrina, a qual contém o sitio de ligacdo, enquanto o segmento C-
terminal atravessa a membrana plasmatica e interage com o citoesqueleto e com
proteinas de sinalizacdo (Giancotti and Ruoslahti, 1999). A cauda citoplasmatica da
integrina é geralmente curta, exceto em f4, e sempre tem caracteristicas
enzimaticas. Portanto, a transducdo de sinais por integrinas ocorre através da
associacdo com proteinas adaptadoras que conectam a integrina ao citoesqueleto,
as quinases citoplasmaticas e aos receptores transmembranares de fatores de
crescimento. A sinalizacdo pela integrina e a associacdo com o citoesqueleto estédo
intimamente ligadas (Giancotti and Ruoslahti, 1999). Assim sendo, a mediacdo da
adesdo celular e a migracdo sao as funcbes primarias da integrina, enquanto a
expressdo génica e a proliferacdo celular sdo duas outras importantes

consequéncias da sinalizagédo desses receptores (Byzova et al., 2000).
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A expressdo de varios membros da subfamilia B1 integrina nos linfécitos T
medeia a ligacdo a componentes de MEC como o colageno e a fibronectina (Hemler,
1990). A interacdo entre as integrinas e os componentes de MEC pode iniciar
cascatas de fosforilacdo intracelulares que resultam em crescimento celular,
sobrevivéncia e migracdo, de modo que as células T sédo capazes de modular seu
fenétipo adesivo através da sinalizacao externa, isto é, pelo controle da expressao
de integrinas na superficie celular e de sua adesividade (Diamond and Springer,
1994).

A integrina a4p1 (VLA-4; CD49d/CD29) € expressa em varias células do
sangue, incluindo linfécitos, e medeia a ligacdo ao dominio CS-1 da fibronectina e
ainda a molécula de adeséao celular vascular 1 (VCAM-1) (Fong et al., 1997,
Makarem et al., 1994). Esse receptor € importante para o desenvolvimento dos
linfocitos, no recrutamento dos leucocitos, na inflamacéo e em outras situacdes que
requerem a adesao celular ao endotélio vascular (Chigaev et al., 2003).

Um estudo com culturas de células hematopoéticas totipotentes mostra que
estas ceélulas migram através da lamina basal na medula déssea através de
interacdes entre as integrinas VLA-4 e VLA-5 com a fibronectina (Giet et al., 2002).

O complexo do citoesqueleto e das proteinas de sinalizacdo associados nos
sitios de adesao entre integrina e MEC guiam e organizam a cascata de sinalizacao.
Entretanto, o verdadeiro trabalho dessas associacdes e como 0S sinais Ssao
transmitidos e modulados ainda é pouco entendido (Schwartz, 2001). Tem sido
proposto que a mudanca de avidez (aumento da afinidade funcional) pode estar
relacionada a mudancas no numero de moléculas de interacdo, mudancas na
topografia da molécula (por exemplo a formacdo de placas de adesé&o focal) ou

mudancas na afinidade das liga¢des individuais (Chigaev et al., 2003).
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Figura 1 — Esquema dos dominios da interesse para estudos de relacéo estrutura-funcéo e docking. A
regido de extremidade foi utilizada para as simulagbes. Os outros dominios possuem também
aminoécidos que, quando suprimidos ou mutados, podem interferir na ativacdo e transducdo de
sinais. Em verde a subunidade o, em azul, vermelho, laranja e amarelo a subunidade . O dominio |
aparece em purpura. Nesse trabalho, nos concentramos na extremidade da integrina (B propeller e 8
dominio A).

As integrinas se dividem ainda entre as que contém um segmento extracelular
préoximo ao N-terminal chamado “Dominio Inserido” (dominio I) e as que ndo o
contém, sendo que aproximadamente metade das integrinas contém o dominio I. O
dominio | funciona como sitio de ligacdo nas integrinas que o expressam. A estrutura
desse dominio é similar a encontrada em outras proteinas que sofrem modificaces
tercidrias durante a ativacdo, como a proteina G (Lee et al., 1995a). Esse dominio

apresenta ainda o motivo MIDAS, que coordena o ion divalente. Nas integrinas que
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ndo apresentam o dominio I, o sitio de ligacdo se situa entre o dominio (-propeller,
na subunidade a e o dominio A da subunidade 3.

Dentre as integrinas da familia 1, algumas interagem exclusivamente com
uma proteina de matriz (VLA-6, VLA-5), algumas reconhecem mais de um ligante na
matriz extracelular (VLA-1) e outras interagem com proteinas de matriz e receptores
de superficie celular (VLA-4). Sabe-se que uma vez ligadas ao seu receptor
fisiologico, a dissociacdo entre ambos é energeticamente desfavoravel (Cai and
Wright, 1995), embora a reversao seja possivel.

A integrina VLA-4 é uma das integrinas mais amplamente estudadas devido a
sua importancia em processos inflamatorios e doencas auto-imunes (Springer,
1994). No sistema imune esta molécula estd envolvida no transporte, adesdo e
infiltracdo dos linfocitos, durante processos inflamatorios. As integrinas very late
antigen-4 (VLA-4) e lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1) ja foram
descritas como essenciais para a adesao dos linfocitos ao endotélio, sendo esse um
passo fundamental para a migracdo dessas células ao sitio inflamatério (Kavanaugh
et al., 1991; Lawrence and Springer, 1991).

A subunidade 04 se combina somente com as subunidades B1 e PB7,
formando as integrinas a4B1 e a4B7. O VLA-4 é um receptor expresso
constitutivamente em leucécitos mononucleares, mondcitos, linfocitos, eosinofilos,
baséfilos e macrofagos. Embora ndo seja constitutivamente expressa em neutroéfilos
ou polimorfonucleares (células que podem apresentar 2, 3 ou 5 I6bulos), alguns
estudos sugerem que essa integrina pode ser expressa sob condicbes especificas
de estimulo (Lobb and Adams, 1999).

Uma particularidade das integrinas é sua modificagcdo estrutural rapida,

alterando sua afinidade pelo ligante (Shimaoka et al.,, 2002). Essa mudanca
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estrutural pode ser desencadeada por um sinal intracelular, chamado inside-out ou
extracelular denominado outside-in. Essa modificacdo é dependente da temperatura
e reversivel, e ainda ndo pode ser estudada por dindmica molecular, com as
ferramentas e algoritmos atuais.

A ligacdo dos linfécitos a algum dos ligantes produz mudancgas significativas
na morfologia celular e é crucial na regulacdo da mobilidade celular. Durante a
transducdo de sinal desencadeada a partir de sinais externos, proteinas de
citoesqueleto como talina e vinculina, que ligam o dominio intracelular da integrina a
actina séo recrutadas (Katz et al.,, 2000), e posteriormente ocorrem a ativacéo da
guinase de adeséo focal (FAK) e a fosforilagdo de membros da familia de proteinas
guinase Src e Rho, uma familia de GTPases (Figura 2). Essa cascata de eventos
intracelulares culmina com o rearranjo morfologico da célula, entrada na fase S do
ciclo celular e/ou transcricdo de genes mediada por integrinas (Boudreau and

Bissell, 1998).

Figura 2 — Modelo proposto para a ativacédo das integrinas. Apos um estimulo interno (inside-out) ou
externo (oustide-in), a extremidade extracelular da integrina se eleva e se afasta da membrana,
expondo seu sitio ativo, concomitantemente a separac¢do da regido transmembranar. A proteina de
citoesqueleto talina é recrutada, ativando FAK, juntamente a fosforilacdo de Src e ativacdo 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 interacdo e sinalizagéo ainda ndo sao perfeitamente
compreendidos, embora muitos avangos tenham sido feitos recentemente
(Yonekawa and Harlan, 2005).

Mudancas conformacionais no dominio | da subunidade o das integrinas B2
S&0 necessarias para um aumento da afinidade da ligacdo com o sitio Metal ion
Dependent Adhesion Site (MIDAS). Duas classes de inibidores alostéricos para o
dominio | foram identificadas (Shimaoka and Springer, 2003). Algumas moléculas
pequenas inibem a interacdo do ligante natural ao MIDAS, ligando-se a este e
estabilizando a conformacéo fechada do dominio I, impedindo a sua alteracéo 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
dominio | na forma fechada, de baixa afinidade, afetando as interacbes entre o
dominio | e o dominio A na subunidade B (Shimaoka et al., 2003; Welzenbach et al.,

2002).

1.2 — Biologia estrutural de integrinas

Até recentemente, muito pouco se sabia sobre a estrutura terciaria das
integrinas. Seu alto peso molecular, combinado aos baixos niveis de expressao,
pouca estabilidade e glicosilacdo extensa tornaram seu isolamento e determinacéo
estrutural bastante dificil. Um importante passo no esclarecimento da estrutura
detalhada das integrinas e sua atividade/ativacdo foi dado apds a descricdo do
cristal obtido da integrina av3 (Xiong et al., 2001; Xiong et al., 2004; Xiong et al.,
2002). Até entdo, somente estruturas resolvidas por microscopia eletronica,

tomografia e partes do dominio | estavam descritas. Até o presente momento, a
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Unica estrutura disponivel da fracdo extracelular completa de uma integrina que
possa ser utilizada como referéncia para a construgdo do VLA-4 € a depositada no
PDB sob codigo 1L5G (figura 3). Os outros cristais ja obtidos referem-se a dominios
isolados como, por exemplo, o dominio | do VLA-2 (Emsley et al., 2004) e de outras
integrinas que apresentam essa estrutura.

Mesmo com uma resolucdo de 3.2A, a estrutura proporcionou um enorme
avanco no conhecimento estrutural dessa e de outras integrinas, como a localizagéo
precisa dos dominios, suas interacdes intramoleculares, localizacdo de pontes
dissulfeto, posicionamento dos ions divalentes, contatos hidrofilicos e hidrofébicos e

sitio ativo (Xiong et al., 2003).

/f\ ] |
e : //%’J A

Figura 3 - Estrutura tridimensional da integrina avp3, obtida por difracdo de raios-x. A) Representacéo
grafica por estruturas secundéarias da cadeia a. B) Representacdo grafica da cadeia p (Xiong et al.,
2001). O codigo PDB dessa estrutura € 1L5G.

Surpreendentemente, a estrutura obtida exibe uma conformacéo 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, ja que a
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proteina ndo poderia estar com o sitio ativo voltado para a membrana no momento
da ativacdo, pois seria espacialmente impossivel que o ligante se ligasse ao sitio
nessa posicdo. Mais tarde, através de estudos por mutagénese e anticorpos
monoclonais, foi sugerido que a forma ativa seria na verdade a proteina estendida, e
gue a ativacao poderia ser decorrente de uma cascata de fosforilacao intracelular.
Ao longo do dimero foram encontrados outros sitios que faziam com que a integrina
Se ativasse ou permanecesse inerte mesmo em presenca de uma alta concentragao
do ligante. A concentracdo de ions ou de ligantes também é relevante para o perfeito
funcionamento das integrinas. Ha evidéncias de que a ativacdo também repercute
nos dominios transmembranares, que se separam enquanto a integrina esta ativada
(Legler et al., 2001; Plow et al., 2000). A conformagdo dobrada se mantém estavel
através de uma ponte dissulfeto entre a “cabega” e a “perna’ da integrina,
funcionando como um “interruptor” que pode ser modulado conforme a acdo de
agentes redutores. Foi proposto que esse mecanismo de ativacdo seria ativado por
sinais intracelulares (Takagi et al., 2002).

Esse modelo de ativacdo ndo é completo, pois ndo explica algumas
observacfes experimentais em integrinas ligadas a membrana. Estudos
hidrodindmicos em «iibf3 mostram que a ativacdo € rapidamente reversivel,
enquanto esse modelo ndo explica sequer como a integrina retorna ao estado
inativo, especialmente quando imersa na matriz extracelular. Outra evidéncia de que
esse modelo ndo explica completamente esse processo é que a ativacao nao esta
necessariamente ligada ao estiramento da integrina: a integrina a5p1 pode assumir
a forma esticada quando tem essa ponte desfeita, porém ainda se mantém inativa

(Takagi et al., 2001).
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N&o h& consenso sobre 0 mecanismo exato de ativacdo, no entanto, sugere-
se que o desdobramento seja uma consequéncia da ativacdo, que poderia contribuir
para eventos poOs-ativacdo, consistente com a descricao de que diferentes ligantes
iniciam diferentes respostas funcionais em integrinas (Cierniewski et al., 1999).
Ligantes peptideo-miméticos com alta afinidade (Du et al., 1991; Mazurov et al.,
1996), Mn?* (Smith et al., 1994), alguns anticorpos monoclonais e mutacdes no
segmento extracelular (Arnaout, 2002) podem mimetizar a ativagdo inside-out,
refletindo uma relacdo dindmica entre a cabeca da integrina e sua cauda. As bases
atbmicas para essa ativacao alostérica, reversivel e bidirecional permanecem ainda

obscuras.

1.3 - Integrinas e Farmacos

Mediante o tratamento com anticorpos monoclonais contra o VLA-4 ou VCAM-
1, foi descrito o papel central dessa integrina em modelos animais para doencas
inflamatorias crénicas como a doenca pulmonar alérgica, 0 que sugere que esse
heterodimero poderia ser um alvo terapéutico para a asma e artrite reumatoide.
Além disso, a sindrome da deficiéncia de adesédo leucocitaria (LAD 1) foi descrita
antes de o defeito molecular ser descoberto (Bunting et al.,, 2002; Roos and Law,
2001). Os pacientes com essa sindrome exibem infeccbes bacterianas recorrentes e
persistentes, além de pronunciada leucocitose entre os episédios de infeccdo. Esses
pacientes foram estudados e descobriu-se que sdo quantitativamente deficientes
guanto a expressao de integrinas aMp2, alLB2, aXp2 e aDB2 como resultado de
mutacdes heterogéneas na subunidade 2. Recentemente, variantes de LAD | foram
descritas (Harris et al., 2001; McDowall et al., 2003), e propbés-se que

caracterizassem uma sindrome distinta. Esses pacientes apresentam integrinas 1,
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B2 e B3 disfuncionais, porém estruturalmente intactas, sugerindo uma deficiéncia em
uma molécula sinalizadora para a ativacao (Alon and Etzioni, 2003).

Atualmente ha duas abordagens terapéuticas em distlrbios envolvendo o
VLA-4: os anticorpos monoclonais do receptor VLA-4 e 0s antagonistas peptidicos e
nédo-peptidicos sintéticos.

Ja foram obtidos resultados clinicos positivos durante o tratamento da
esclerose multipla (Miller et al., 2003) com o anticorpo monoclonal Natalizumab
(Antegren®) e doenca de Crohn (Ghosh et al., 2003). Parece entdo perfeitamente
plausivel que compostos antagonistas para essa integrina possam ser utilizados no
tratamento ou prevencdo dessas doencas. O Natalizumab € um anticorpo
monoclonal humanizado anti-a4 que se liga as integrinas a4B1 e a4p7, desenvolvido
por “Protein Design Labs” a partir de um anticorpo murino anti-o4. Os primeiros
resultados do ensaio clinico foram publicados em 2003, em um estudo com 213
pacientes com esclerose multipla, tratados com Natalizumab. A administracdo do

medicamento se mostrou bastante eficaz, conforme evidenciado na figura 4.
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Figura 4 — Administracdo do medicamento Natalizumab. O nimero de pacientes afetados foi reduzido
drasticamente ap6s a utilizacdo do farmaco, comprovando sua eficacia para o tratamento da
esclerose mdltipla (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 peptidicos nos
contra-receptores e, em geral, o componente chave € um residuo &cido. A
especificidade para o ligante depende de ambas as subunidades no heterodimero.
Foi proposto que pequenos peptideos derivados da sequéncia de aminoacidos LDV
e ainda moléculas ndo-peptidicas derivadas de N-acilfenilalanina funcionariam como
potentes inibidores da ligacdo VLA-4/VCAM-1, o que levou a uma concentragcéao de
esforcos no desenvolvimento desses farmacos potencialmente eficazes.

A partir do segmento GPEILDVPST, chegou-se ao fragmento minimo que
ainda mantinha a atividade inibitéria da ligacdo entre a fibronectina e o VLA-4,
identificado como a sequéncia ILDVP. Foi feito entdo um estudo que propds a

adicdo de um cap N-terminal ao tripeptideo LDV, mostrado na figura 5, denominado

4-[N'-(2-methylphenyl)ureido]phenylacetyl (PUPA), com um aumento realmente
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consideravel em sua atividade inibitoria.

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

As moléculas que apresentam esse cap formam uma nova familia de
compostos (Lin et al., 1999). Rapidamente, diversas companhias farmacéuticas
adotaram essa estratégia para o desenho de farmacos 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 Relacdo quantitativa estrutura-atividade (QSAR).
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Os derivados de N-acilfenilalaninas s&o o segundo mais avancado grupo de
inibidores desenvolvidos. O nucleo da fenilalanina parece ser essencial para a
atividade e suporta uma vasta gama de substituintes na posi¢céo 4 do anel aromético
e no atomo de nitrogénio (Tilley et al., 2000). De maneira diferente dos peptideos
derivados de LDV, que séo altamente seletivos para VLA-4, varios membros dessa
familia inibem tanto a interagdo VLA-4/VCAM-1 como a4p7/MadCAM. Esses
compostos estdo entre 0os mais avancados, porém o numero de publicacbes 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 peptidicas oferecem ainda outros problemas relativos ao rapido
clearance e a baixa biodisponibilidade.

Ao comparar-se a poténcia dos antagonistas, € importante ressaltar que as
afinidades relatadas geralmente ndo sdo constantes de equilibrio. Os valores de
IC50 listados podem ser dependentes da concentracdo dos reagentes e do método
de estudo, e podem néo representar adequadamente as verdadeiras afinidades dos
compostos pelas integrinas. Algumas consideracdes devem ser feitas ao se analisar
os dados de IC50: em geral, os dados de IC50 baseados em ensaios biolégicos in
vitro ou in vivo tendem a fornecer maiores valores devido a avidez proporcionada por
multiplas interacdes na superficie celular; geralmente o IC50 relativo de compostos
dentro de um mesmo conjunto de resultados, pode refletir o equilibrio relativo da
energia de ligacdo. Porém, conjuntos de dados de diferentes laboratérios variam
extensamente e devem ser interpretados cuidadosamente (Jackson, 2002).

Outra diferenca importante refere-se a seqiéncia reconhecida pelo VLA-4.

Enquanto as integrinas VLA-5, avp3, aiibp3 reconhecem sempre a sequéncia RGD,
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independente de qual seja o ligante com o qual se estabelece a ligacdo, o VLA-4
reconhece diferentes sequéncias em funcéo do ligante (Curley et al., 1999). A
sequUéncia de aminoacidos caracteristica de reconhecimento da fibronectina pelo
VLA-4 é ILDVP, e no VCAM-1 é QIDSP. Estudos de mutagénese sitio-dirigida sobre
a alca CD do VCAM-1 confirmaram que a Pro42, Asp40 e Ille39, ao serem
substituidos por Ala, inativam a ligacdo, mesmo em concentracdes elevadas de Mn**

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

Os linfécitos circulantes normalmente migram através dos espacgos extra-
vasculares em numeros relativamente baixos. Essa situacao pode mudar a partir de
algum sinal recebido pelas células endoteliais, indicando alguma infeccdo ou
condicao inflamatoria. As células da superficie vascular, por outro lado, apresentam
os ligantes as moléculas de adesdo dos linfocitos circulantes. Nos sitios de
inflamacédo, a liberacdo local de mediadores tais como citocinas (TNFao e
interleucina-1) e quimiocinas por células T ativadas e monocitos estimula células
endoteliais proximas a expressar moléculas de adesdo na sua superficie. A
expressdo prolongada e elevada de VCAM-1 foi observada in vivo e in vitro em
modelos experimentais, assim como em condi¢cdes patolégicas humanas como
asma, aterosclerose, rinite alérgica e rejeicdo a transplantes (Yang and Hagmann,
2003). ApGs encontrar essas areas com maior densidade dos ligantes, os linfocitos
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 imobilizacdo por
interacdes mais fortes com integrinas, mudam sua forma e migram através dos
tecidos até o sitio de infeccdo ou inflamacéo. A interacdo com as integrinas contribui,
em parte, para a formacdo de placas de adesdo focal (regidbes de contato mais
estreito entre a célula e as proteinas de matriz) rearranjo do citoesqueleto e
migracdo para os tecidos-alvo (Figura 6). Esse processo é parte importante na
fisiologia do sistema imune e em algumas condicbes patoldgicas pode ocorrer de

maneira descontrolada.
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Figura 6 — Modelo de ativagdo e formacéo de cluster. Apds algum estimulo, interno ou externo, a
integrina se desdobra, expondo o sitio de ligacdo e se mantém em um estado de maior afinidade.
Paralelamente, os dominios transmembranares de ambas as subunidades se separam. Nesse
estagio, o heterodimero é chamado de complexo focal. Posteriormente, ocorre o deslocamento lateral
e agrupamento de outras integrinas na membrana celular, formando as placas de adesédo focal,
modificado a partir de Qin, Vinogradova et al., 2004.

Se 0s eventos que iniciaram o processo nao forem debelados e se tornarem
cronicos, pode haver um extravasamento excessivo dos linfécitos, o que pode
exacerbar a condicéo inflamatoria, o qual, por outro lado, continuara a recrutar mais
células inflamatorias, podendo resultar em uma leséo tecidual.

A estratégia de tratamento de asma em cobaias, mediante o uso dos
farmacos da série PUPA, ja foi utilizada, através do bloqueio da migracdo de células
inflamatorias, particularmente eosindfilos e linfocitos T, mediante o uso do anticorpo
monoclonal HP1/2, havendo uma diminuicdo na secrecdo dos eosinofilos (Pretolani
et al.,, 1994). Essa diminuicdo reflete o bloqueio da interacdo entre o VLA-4 e a
fibronectina.

Conforme dados obtidos por outro estudo, linfécitos T ativados podem
expressar fibronectina em sua superficie, outro sitio de interagcdo para o VLA-4.
Estes dados sugerem que outras interacdes, além de VLA-4/VCAM-1, podem estar

envolvidas na ativagdo e migracdo de leucocitos, especificamente linfocitos T, aos
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sitios de inflamacao. Essa interacdo também seria, entdo, alvo da terapéutica com
anticorpos monoclonais anti-VLA-4 (Hauzenberger and Sundqvist, 1993).

Esses estudos conjuntamente indicam que a estratégia de bloqueio da
interacdo do VLA-4 com seus ligantes € uma alternativa viavel para o tratamento de

patologias inflamatdrias nas quais o VLA-4 seja a principal proteina envolvida.
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2 — Objetivos

35



A integrina o4p1 ainda ndo tem sua estrutura quaternaria resolvida por
nenhuma metodologia experimental. Nesse sentido, propusemo-nos a construir a
estrutura tridimensional dessa integrina utilizando modelagem comparativa.

Os modos de ligacdo das moléculas utilizadas também ainda ndo estdo
completamente descritos. Utilizando a metodologia de docking molecular,
analisaremos essas interagbes utilizando como matriz a estrutura do 4Bl
construida no passo anterior, visando a observacdo de grupamentos
farmacologicamente importantes e ligacbes que possam ser exploradas em futuros
inibidores. Para esse passo, os ligantes utilizados serdo baseados em proteinas e
outras moléculas que se liguem a integrina a4pl, como VCAM-1, fibronectina e
outras moléculas descritas como bons inibidores.

As coordenadas dos modos de ligacéo entre os ligantes e a integrina, obtidos
pelo docking servirdo como ponto de partida para as simulacbes de dinamica
molecular, visando o célculo da energia livre do sistema e a observagcdo de

tendéncias entre os ligantes comparados.
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3 — Metodologia

37



3.1 - Desenho racional de farmacos baseado na estrutura do
receptor

As metodologias tradicionais para a descoberta de farmacos 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 substancias em modelos animais e cultura de células, com posterior andlise de
seu efeito. Com essa abordagem, que além de demorada e cara, sdo testadas
centenas ou até milhares de substancias. Porém a eficacia € baixissima, ja que a
maior parte dos farmacos testados é rejeitada.

O desenho racional de farmacos parte do pressuposto que o conhecimento da
estrutura, ou parte dela, pode proporcionar indicios de quais interacbes devem ser
bloqueadas, visando a inibicdo da atividade biol6gica, ou ainda sua ativacao
dependendo do efeito desejado. O conhecimento da estrutura pode ser deduzido
através de metodologias experimentais, como a difracdo de raios-X, ressonancia
magnética nuclear ou entdo metodologias tedricas, como a modelagem comparativa
ou modelagem ab-initio. A biologia estrutural se tornou, entédo, parte importante do
desenvolvimento de farmacos, eliminando diversos passos entre o isolamento de
uma molécula em potencial e o seu teste clinico.

Os esforcos recentes mais bem sucedidos envolvem o estudo do HIV.
Diversos farmacos potentes, inibidores de proteases desse virus, foram concebidos
especificamente para impedir a atividade dessa enzima, essencial para a atividade
viral, e varios destes farmacos jA estdo em uso (Gao et al., 2006; Klumpp and
Mirzadegan, 2006; Meiselbach et al., 2006).

Diante das perspectivas de estudo e compreensdo dos mecanismos

moleculares de ligacdo do VLA-4 e dos resultados obtidos utilizando-se
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metodologias computacionais e tedricas no estudo de sistemas biolégicos
semelhantes, propomos a mesma abordagem como alternativa e suporte a
elucidacdo das interacbes e modos de ligagcédo dessa integrina, visando ao auxilio no

desenho de novos farmacos inibidores do VLA-4.

3.2 - Modelagem comparativa

As integrinas apresentam como limitacdo a ressonancia magnética o seu
tamanho (subunidade o=~1000 aminoacidos, p=~750 aminoacidos). Sua
cristalizacdo também oferece dificuldades por tratar-se de uma proteina
transmembranar heterodimérica. A modelagem comparativa foi entdo utilizada para
a obtencdo de um modelo de estrutura tridimensional da integrina a4p1, visando a
sua utilizacdo em estudos de interacdo com farmacos e dindmica molecular.

Proteinas que ainda ndo possuem suas coordenadas tridimensionais
determinadas experimentalmente podem ter sua estrutura construida a partir de sua
sequéncia de aminoacidos utilizando o método de modelagem comparativa, também
conhecido como modelagem por homologia (Branden and Tooze, 1999; Sternberg,
1996). Essa técnica se baseia no principio evolutivo de que proteinas de uma
mesma familia, mesmo que possuam sequéncias diversas, mantém sua estrutura
global conservada (Sanchez et al., 2000). Para a utilizacdo dessa técnica, €
necessario que a estrutura de pelo menos uma proteina relacionada (molde), obtida
experimentalmente, esteja disponivel. Esse é o método tedrico com maior
confiabilidade para a predicdo da estrutura de uma proteina que ainda ndo tenha
sido resolvida experimentalmente.

A técnica depende diretamente do alinhamento entre as sequéncias alvo e

molde. A identidade sequencial é a ocorréncia de um mesmo aminoacido na mesma
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posicdo em sequéncias alinhadas. A similaridade sequencial leva em consideragéo
também o pareamento de aminoacidos diferentes constituindo substituicbes
conservativas, geralmente substituicdes por aminoacidos com caracteristicas fisico-
guimicas semelhantes.

Quando a identidade entre as sequéncias € alta, em geral acima de 30%,
pode-se afirmar que as duas proteinas possuem estruturas tridimensionais similares.
A curva representada no gréfico da figura 7 indica os limites existentes entre
alinhamentos que possibilitem a construcdo de modelos utilizando esse método e
alinhamentos que transmitiriam pouca informacdo estrutural para a construcdo do
modelo. Pela analise do grafico, pode-se concluir que quanto menor o tamanho do

alinhamento, maior deve ser a similaridade sequencial.

Limites da modelagem comparativa

Alinhamento significativo

Identidade sequencial

20 Alinhamento adicionando
| 0: pouca informagéo estrutural

4] 20 40 80 80 100

Tamanho do alinhamento

Figura 7 - Limites tedricos da técnica de modelagem comparativa utilizando o tamanho do
alinhamento em relacéo a identidade calculada entre seqiiéncias (Sander and Schneider, 1991).

Através da analise do grafico, verifica-se que existem valores de confianca
para o alinhamento. Estes valores variam de 25% a 30% de identidade, dependendo

do tamanho do alinhamento construido.

40



A metodologia para a predicdo da estrutura tridimensional de uma proteina

utilizando modelagem comparativa consiste em quatro etapas basicas (Sanchez and

Sali, 1998), conforme ilustrado esquematicamente

i)

identificag&o de referéncias

i) alinhamento entre seqiéncias
i) construgao do modelo
iv) validagéo do modelo

na figura 8:

Cada etapa pode ser realizada utilizando uma determinada técnica ou a

combinacao de diferentes técnicas.
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Figura 8 - Etapas que compdem a metodologia de modelagem comparativa (Marti-Renom et al.,

2000)
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As referéncias (ou moldes) utilizadas para a constru¢cdo 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 dominio publico mais utilizado para comparacdo de
sequéncias protéicas € o BLAST. A qualidade de um modelo aumenta
proporcionalmente a identidade calculada entre a sequéncia da referéncia e a
sequéncia alvo.

Para o calculo do melhor alinhamento s&o utilizadas matrizes de
substituicdo. Essas matrizes séo tabelas de valores que descrevem a probabilidade
de ocorréncia do pareamento entre aminoacidos ou nucleotideos num alinhamento
gue possua significancia biologica. A matriz BLOSUM (Henikoff and Henikoff, 1992)
€ a mais utilizada atualmente e foi construida a partir de sequéncias de ocorréncia
freqiente em sequéncias relacionadas. Estas sequéncias de ocorréncia frequente
foram obtidas no banco de dados BLOCKS (Henikoff and Henikoff, 1991).

Para identificar os resultados com maior significancia, é utilizado um
parametro chamado de “valor esperado”. Esse valor fornece informacdes sobre a
probabilidade de um alinhamento sequencial ter sido obtido ao acaso. Quanto menor
esse valor, mais significativo sera o alinhamento. O “valor esperado” € calculado por
E = mn2°, onde m é o tamanho do banco de dados de seqiiéncias, n o tamanho da
sequéncia alvo e S, o “escore” calculado no alinhamento utilizando uma matriz de
substituicdo e as penalidades dos “gaps” introduzidos no alinhamento.O alinhamento
global tem como objetivo alinhar duas sequéncias em toda a sua extensao e pode
ser feito utilizando o algoritmo Needleman-Wunch. Esse algoritmo constréi o
alinhamento resultante do melhor escore, que € um valor calculado de acordo com
0s aminoacidos idénticos, alinhados, e que deve ser maior do que o valor calculado

dos aminoéacidos que séo substituidos (Needleman and Wunsch, 1970). Quando o
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objetivo € encontrar em bancos de dados sequéncias relacionadas a sequéncia 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 construcdo do modelo é baseada completamente nas informacfes
contidas no alinhamento entre as sequéncias. Para tal finalidade, utilizamos o
programa MODELLER 7.0 (Sali and Blundell, 1993). O método empregado por esse
programa € o de satisfacdo das restricdes espaciais (figura 9), que utiliza distancias
geomeétricas euclidianas e técnicas de otimizacdo para satisfazer as restricbes
espaciais das proteinas-molde, dadas através do alinhamento (Srinivasan et al.,
1993).

3D GRISFFEDAGF -GHCYECSSDC-NLQP
‘ Alinhamento | 3D GKITFYEDRGFQGHCYECSSDC-NLQP

SEQ GKITFYEDRG- - -RCYECSSDCPNLQP

0

Extragéo das Fpo O o
restricoes espaciais, \b\" S I N
..... . sicp

=

©

Satisfagéo das
estricdes espaciais

Figura 9 - Modelagem por satisfacao das restricbes espaciais. As restricdes espaciais das distancias
entre atomos e de angulos diedrais sdo extraidas das estruturas molde. As restricdes espaciais e as
restricBes estereoquimicas sdo combinadas em uma funcao objetiva (baseada em Fiser & Sali, 2001).
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A validacao, além de avaliar a qualidade do modelo, determina a precisao da
estrutura tridimensional e identifica possiveis erros da estrutura tridimensional que
podem ser resultado da escolha das referéncias ou do alinhamento construido.

Existem varios programas que avaliam a estrutura tridimensional da proteina
(Laskowski et al., 1993b; Sippl, 1993), indicando a sua qualidade. A avaliacéo inicial,
guase sempre € feita através da analise estereoquimica. O programa PROCHECK
(Laskowski et al., 1993b) verifica as ligacdes entre atomos, os angulos formados, a
ligacdo peptidica, a planaridade dos anéis e os angulos de tor¢do formados na
cadeia principal e nas cadeias laterais. Dentre essas avaliacdes, a principal é o
calculo dos angulos PHI (®) e PSI (W) (Ramachandran et al.,, 1963). Na cadeia
polipeptidica os angulos no eixo entre as ligacdes N-Ca e Ca-C possuem liberdade
de rotacéo e estdo representados na figura 10:

0 ]
|

C " Co. N.
N e
H 0

Figura 10 - Localizac&o dos angulo @ e W no esqueleto peptidico. Para a construgéo do grafico de
Ramachandran, esses angulos séo calculados para todos os aminoacidos que compdem a proteina,
e os valores atribuidos sdo mostrados na forma de um gréfico, mostrando quais estdo em posi¢cdes
permitidas e quais ndo estao.

Outros programas avaliam a posicdo de cada residuo em relagcdo ao meio
em que ele esta localizado e seu enovelamento, como o VERIFY3D (Luthy et al.,
1992).

A sobreposicao da estrutura construida e da estrutura molde ndo deve variar
muito, ja que ambas sdo relacionados estruturalmente. Um valor utilizado para se

certificar de que o modelo construido ndo possui regides muito diferentes do molde,
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0 que indicaria uma ma escolha da referéncia ou um alinhamento com muitos erros,
é em torno de 1A a 2A de raiz do desvio quadratico 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 inspecao visual rapida do
posicionamento dos aminoacidos na estrutura da proteina, usamos o programa
RASMOL (Sayle and Milner-White, 1995), em sua versdo modificada,

OPENRASMOL (www.openrasmol.org).

3.3 - Campos de forca

A representacdo de um sistema de particulas, através de simulacdes
computacionais, pode ser feita por meio de uma funcéo potencial ou campo de forcas. O
campo de forcas descreve um sistema através da sobreposicéo de termos simples, que
representam as interacdes entre os atomos. Para o tratamento de centenas ou
milhares de atomos, sdo introduzidos conjuntos de fungcbes potenciais empiricas,
calibradas por meio de informaces experimentais e calculos quanticos em pequenas
moléculas (Van Gunsteren et al, 1990).

A escolha do campo de forcas adequado esta relacionada diretamente com as
propriedades do sistema em estudo. Deve haver um equilibrio entre a acuracia e o
refinamento nas diferentes partes do sistema.

A funcdo de energia potencial utilizada reune diversos parametros que
descrevem o0s movimentos atdbmicos e as interacfes intermoleculares, como por
exemplo o potencial de Hooke, angulos planares, angulos torcionais, diedrais

improprios, potencial de Lennard-Jones e potencial de Coulomb, sendo que esses
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dois ultimos termos descrevem interagdes entre &tomos nao ligados (equacédo 1). O

campo de forcas utilizado na dinamica molecular foi 0 Gromos96.

N1 N1
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3.4 - Docking Molecular

O docking molecular pode ser definido como uma metodologia computacional
usada para geracao, predicdo e avaliacdo de complexos receptor-ligante, sendo o
receptor normalmente uma proteina e o ligante podendo ser tanto uma molécula
pequena quanto uma outra proteina (Brooijmans and Kuntz, 2003; Grant and
Richards, 1995; Krumrine et al., 2003). Esta técnica € bastante utlizada no
desenvolvimento de farmacos baseado na estrutura do receptor, com duas
abordagens diferentes:

i) Previsdo da melhor conformacéo de interacdo de um ligante com a proteina
alvo. Identificada a melhor conformacéao ligante/receptor, podem ser identificados os
sitios de interacdo (aminoacidos ou grupos de aminoacidos) existentes e aqueles
possiveis de serem explorados, permitindo assim que modificacbes 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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i) Realizagcdo de varredura de bancos de dados in silico. Esta varredura
consiste na busca, entre varias moléculas conhecidas, daquelas que tenham as
caracteristicas quimicas adequadas para se ligar ao sitio de interesse (Gane and
Dean, 2000). A busca deve ser extensa o suficiente de modo a abranger o maior
namero de possibilidades de ligacdo. Esta técnica se assemelha a varredura
convencional, in vitro. A diferenca crucial é que é realizada computacionalmente, ao
invés de em bioensaios ou modelos animais.

A realizacdo do docking requer uma amostragem/busca eficiente entre as
possibilidades posicionais, orientacionais e conformacionais de um ligante flexivel
na proteina. A busca conformacional durante o docking € necesséria, pois
normalmente ndo se sabe com qual conformacdo o ligante interage mais
favoravelmente com o receptor. A proteina é considerada, usualmente, rigida
(Brooijmans and Kuntz, 2003), embora recentes modificacbes adicionadas ao
software AUTODOCK (Morris et al., 1996) sejam capazes de lidar com a
flexibilidade conformacional do receptor, porém essa abordagem ainda estd em
estagio inicial de testes. Os comprimentos de ligacdo e angulos entre ligacdes sao
considerados fixos na molécula do ligante, mas podem ser modificados os graus de
liberdade rotacionais e translacionais (movimento de corpo rigido do ligante), além

dos graus conformacionais.

No docking rigido,
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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 solvatacdo explicita sdo os dois maiores desafios dos
programas de docking. A inclusdo dessas duas variaveis geraria um custo
operacional ainda muito grande para 0S recursos computacionais existentes
(Carlson, 2002a; Carlson, 2002b; Carlson and McCammon, 2000).

Os algoritmos de busca precisam ser capazes de fazer uma amostragem
significativa das regides no espaco de busca préximas a solucéo correta, sem uma
analise exaustiva de todas as conformacdes (McConkey et al., 2002), o que tornaria

seu custo computacional proibitivo.

3.4.1 - Algoritmos de Docking

O algoritmo genético (GA) usa principios baseados na genética e evolucao.
Eventos genéticos como pressdo evolucionaria, "crossover" e mutacdes, podem ser
simulados por esse algoritmo, de modo a se otimizar solu¢bes para uma grande
variedade de problemas. O GA é atualmente um dos mais completos algoritmos de
otimizacdo para encontrar solugdes proximas as Otimas em complexas simulacdes
de docking receptor-ligante. Ja foi mostrado ser possivel 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 principios
evolucionarios de Lamarck, que dizia que as adaptacdbes ao meio seriam
transmitidas para os genes e poderiam ser transmitidas para seus descendentes

(através da mudanca 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 € implementado no
programa DOCKTHOR (Junior et al., 2004). O principio desse método se baseia em
processos de metalurgia, onde o metal derretido € gradualmente resfriado até
atingir sua estrutura cristalina, o minimo global de energia. De modo semelhante, &
introduzido um parametro que descreve o decaimento da temperatura no método de
otimizacdo. Esse parametro aumenta e diminui a temperatura gradualmente. Esse
método se mostra eficaz, ultrapassando minimos locais e alcancando o minimo
global ao fim do processo, geralmente em menos passos que outros métodos
estocasticos convencionais. Outra vantagem desse método € sua independéncia
em relacdo a configuracao inicial e se aplica a sistemas onde o minimo 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 analise.

Esse procedimento se baseia nos métodos de anelamento simulado
Annealing classico (Kirkpatrick et al., 1983) e rapido (Szu and Hartley, 1987),
baseados na mecanica estatistica, e pode ser mais rapido qgue ambos os métodos,
dependendo da escolha correta dos parametros. O método GSA ja foi aplicado em

uma gama de processos variados, como algoritmos genéticos, otimiza¢cdo molecular
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usando campos de forca classicos e métodos semi-empiricos. A eficacia néo
depende somente da escolha correta dos parametros, mas também da aplicacdo da
estratégia correta.

Os algoritmos da familia de anelamento simulado (AS) dependem de duas
funcdes: funcdo de visita, que determina como o dominio da funcdo é varrido e
funcdo de aceitacdo que diz se um resultado de maior energia deve ser aceito ou

rejeitado.O GSA usa a equagao 2 como funcao de aceitacao:

1

" {H (qa—1>[E(xm)—E<xt>]} Equacdo 2
To(t)

Pia(AE(X)) =

onde g, € 0 parametro de aceitacéo.
A funcdo de visita depende da funcdo de densidade de probabilidade de Tsallis

(equacéo 3):

1 D-1
q -1 I q _1+ 2 TD/(qV—3)
90,00 = (G- = o
r ( —] (g, -Dx* |**
Oy
Equacéo 3

onde D é a dimensédo da funcéo de custo e g, € o parametro de visita. Da funcéo de

distribuicdo de probabilidades, G(Axy),

AX,

Equacéo 4
G(&%) = [ g, (x)d¥
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para a qual um valor aleat6rio é atribuido, e a perturbacdo Ax; é determinada em

cada interagéo (equacao 5):

1 Equacéo 5
X1 =X +AX, A% =G (Ax,)

com a diminuicao da temperatura controlada pela equagéo 6:

T (@

1+t 5

TQV (t) =1 2qv—1 -1 & Fuagaod

TqV (t) v—-1

| L+t)* -1

3.6 - Minimizacé&o de Energia

A analise conformacional de uma molécula pode ser realizada através de
rotacdes de ligacdes, com mudanca simultanea dos angulos torcionais ou diedrais
das ligacdes e calculos correspondentes do comportamento esteérico.

As moléculas construidas manualmente através de programas de modelagem
nao estdo, a priori, na conformacédo mais estavel. Durante a construcdo e geracao
de uma estrutura, podem ocorrer distorcdes na molécula, com formacdes
energeticamente desfavoraveis de comprimentos e angulos de ligacées e angulos
diedrais. Atomos nao-ligados podem também interagir em uma mesma regido do
espaco e provocar repulsdo estérica ou eletrostatica. Para que essas distor¢des
sejam corrigidas, as moléculas sdo otimizadas pelo processo de minimizacdo de
energia.

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

() mecéanica molecular
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(1) mecéanica quantica.

A minimizacdo de energia, juntamente com a analise conformacional podem
ser usadas conjuntamente para otimizar a geometria de uma molécula.

A escolha do método de minimizacao depende diretamente de fatores como o
tamanho da molécula e a disponibilidade de recursos computacionais para 0
armazenamento de dados, célculo e processamento. Geralmente os algoritmos de
minimizacdo séo utilizados visando a eliminacdo de tensdes locais, fazendo o ajuste
apropriado das distancias de ligagbes, espacos nao preenchidos durante a
solvatacdo do sistema e sobreposicao dos atomos, dentre outros fatores.

Os processos de minimizagéo de energia apresentados fornecem conformacoes
tridimensionais estaveis, que ndo representam, necessariamente, a estrutura mais
estavel de determinada molécula, ou complexo. Geralmente, a estrutura com a energia
mais estavel, ou minimo global, somente pode ser encontrada apds um longo tempo de
simulacdo. Na minimizacdo, os calculos de energia sdo interrompidos quando a
molécula atinge a primeira conformacao estavel e levam a uma estrutura semelhante a
original, com energia minima local. Nesse ponto, a minimiza¢cdo nao é continuada, ja

gue as variacdes na estrutura resultam em mudancas pequenas de energia.

3.6.1 —Método de Maximo Declive

Em funcdo da equacado de forcas resultantes sobre cada atomo de um sistema,
provenientes do gradiente da energia potencial total, que é representado pela equacéo

7,

E} — —oV ({r'}) Equacéao 7
or
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pode-se utilizar o método steepest descent, que € representado pela equacgéo 8:

F(| n)

r(| n+1)=r(i,n)+k (=———
[F(GQ.n)

) Equacéo 8

onde r calcula a nova posicao do &tomo i no passo n+1 e k, é o parametro de ajuste do
tamanho do passo. O que se obtém ao final da minimizacdo € um conjunto de
coordenadas [r], representando um minimo local de energia ao se aproximar a forca de
zero.

3.7 - Simula¢gdes computacionais de movimentos moleculares

Recentemente as simulacdes de interacdes e movimentos protéicos
comecaram 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 fendmenos complexos envolvendo sistemas
compostos por milhares de atomos pudessem ser estudados detalhadamente.

As proteinas podem sofrer diferentes tipos de movimentos e forcas, em
diferentes escalas de grandeza e de tempo (ver tabela 2).

Uma das caracteristicas dos movimentos biomoleculares € que esses tipos
de movimentos geralmente sdo interdependentes e acoplados uns aos outros. As
simulacdes computacionais lidam com esses movimentos, particularmente a
dindmica molecular, que monitora 0s processos dependentes do tempo, em
sistemas moleculares, de modo a estudar suas propriedades estruturais, dinamicas
e termodinamicas, resolvendo numericamente as equacdes de movimento de

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

Tipo de movimento

Exemplos de aplicacéo e
funcionalidade

Escala de tempo
e amplitude

Movimentos locais
Flutuagdo atdbmica
Movimentos das cadeias laterais

Flexibilidade do ligante na ligagéo
Trajetos de difuséo temporal

De fs a ps
menos que 1A

Movimentos em média escala Adaptacado de conformagéo do sitio ativo | De ns a s
Movimentos dos lagos Especificidade de ligacado de 1a5A
Movimentos de corpos rigidos

Movimentos em grande escala Transicao alostérica De ps ams
Movimentos de dominios protéicos Movimento “em dobradiga” de 5 a 10A

Movimentos de subunidades protéicas

Movimentos globais

Ativacéo de hormonios

De ms a horas

Transicao hélice-alca
Dobramento-desdobramento
Associacdo de subunidades

Funcionalidade de proteinas mais que 10A

Uma grande vantagem das simulagbes computacionais € que a funcédo de
energia pode ser modificada e manipulada livremente, permitindo que um sistema
possa ser transformado e modificado através de uma gama de variaveis de maneira

relativamente facil.

3.8 - Dinamica molecular

3.8.1 - Simulagfes de dinamica molecular em biologia

O primeiro trabalho publicado utilizando dindmica molecular para o estudo de
sistemas biologicos, mostrou estudos complementares sobre o inibidor de tripsina
pancreatica bovina (McCammon et al., 1977). Desde entdo, os algoritmos que
compBem essas ferramentas evoluiram e, junto ao crescimento consideravel da
velocidade dos computadores, o tratamento de sistemas maiores e mais complexos
se tornou possivel, mesmo que através das descri¢cdes classicas ou entdo métodos
de Mecanica Quantica/Mecanica Molecular (MQ/MM). Apesar dessa evolucao e com
esse novo tratamento, o tamanho dos sistemas continua restrito a poucas centenas
de milhares de atomos e a abordagem de alguns fenémenos longos como o
desdobramento relacionado a ativagdo das integrinas, que ocorre em cerca de 2s,

torna-se praticamente inviavel com as técnicas atuais.

54




As simulagBes auxiliam na compreensdo de processos bioquimicos
complexos. Diante das limitag6es e vantagens impostas pelo método, torna-se claro
gue sistemas macromoleculares podem ser restritos aos atomos essenciais, que no
NOsSo caso, estdo na extremidade da integrina.

Nas simulac¢des de dindmica molecular, as equacdes classicas do movimento, de
Newton, sdo resolvidas para um conjunto de atomos, em fungéo do tempo. Calcula-se
inicialmente a forca F que atua sobre uma particula i, componente de um sistema,
partindo da primeira derivada da funcdo da energia potencial V(1), que descreve a

interacdes entre as particulas:

E — oV ({ri}) Equacéo 9
' o

onde i=1, 2, 3...N, sendo N o numero total de particulas do sistema. Ao dividir-se a
forca Fi pela massa mi de cada particula, obtém-se a aceleracdo a que ela esta
submetida (equacéo 10):

E Equacéo 10
ai=—-
m;

A aceleracéao é entdo utilizada no algoritmo de integracdo (Verlet, 1967), para

gue seja determinada a propagacao das posi¢bes com incremento de tempo ot:

E(t + &) = 2;; — E(t — &) + ai Equacéo 11
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As novas posi¢cbes das particulas sdo preditas no instante t+&, partindo das
posicdes nos instantes t e t-& e das for¢as F; sobre cada particula no instante t. As

velocidades sdo necessérias para o célculo da energia cinética do sistema, que somada

a energia potencial, apresentam a energia total do sistema.

[E(t + ) — E(t — )] Equagéo 12
20

vi(t) =

As velocidades também sao utilizadas para o calculo da temperatura do sistema,
definida em funcéo da energia cinética media. Geralmente, a obtencdo das aceleracoes
€ a fase mais dispendiosa computacionalmente e depende do calculo das forcas. O
tempo gasto nesses célculos varia conforme o tamanho do sistema e de sua

complexidade, assim como do campo de for¢cas 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+1/26t, e é usada para o célculo da posicéo, r,
no tempo t+6t. Dessa maneira, as velocidades “saltam” sobre as posicdes e as

posicdes “saltam” sobre as velocidades (equacédo 13).

- P |
r¢+at)=r(t)+v(t+ > o)t Equacdo 13

vt +%at) _ut —%5{) ra)a
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Como vantagem apresentada por esse método, as velocidades sao
explicitamente calculadas, porém essas velocidades ndo séo calculadas ao mesmo
tempo que as posi¢coes. As velocidades nos tempos t podem ser aproximadas pela
seguinte equacao:

1

-~ 1 1 5
Vi) =—|Vvt——)+Vv(t+—=2& Equacéo 14
(t) 5 ( 5 )+V( > )

3.9 - Célculos de Energia Livre

A espontaneidade de um processo quimico € dado pela entropia e entalpia.
Os processos que ocorrem com a diminuicdo da entalpia e aumento da entropia sao
considerados espontaneos em todas as temperaturas. A energia livre de Gibbs
relaciona a entalpia e entropia, auxiliando na previsdo da espontaneidade de uma

reacao quimica e é dada pela equacéao 15:
Equacéo 15
AG =AH -T.AS e

Para o método de calculo da energia livre de ligacdo, é necessario que
existam dois estados, independente da maneira como o equilibrio € atingido. O
estado inicial geralmente € uma molécula (ligante) em solucdo e o estado final é a
mesma molécula ligada a um receptor.

Utilizamos o método de Energia de Interacdo Linear (LIE) (Aqvist et al., 1994)
para o calculo de energia livre. Esse método, empirico, se baseia no célculo da
energia de interacdo entre o ligante e o0 meio (proteina, solvente etc...), dividida em
potencial eletrostatica e de Lennard-Jones (equacado 16), utilizando valores médios
temporais dessas interagGes intermoleculares (figura 11). Essa variagéo é calculada

para os dois estados termodinamicos do equilibrio. Para o célculo da energia livre
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para todos os ligantes, fizemos as simulacdes em duas esferas de 28A: na primeira,
a simulacéo é feita somente com o ligante e o solvente, enquanto na segunda além
do solvente e do ligante, também esta presente a regido do sitio de ligacao
compreendida no interior da esfera, sem raio de corte para ambas. Como centro da

esfera, consideramos o fon Mg?*.

Figura 11 — Esquema simplificado da metodologia de calculo da energia livre. O mesmo ligante tem
sua energia de interacdo calculada em dois ambientes diferentes e a variacao relativa de energia é
medida.

AG

I-s

=AU )+ B(UL,) + ¥ Equagdo 16

lig

A energia livre do ligante € calculada na presenca do solvente e
posteriormente em complexo com o receptor, VLA-4 (equacgdo 16), sendo o, p e vy

parametros de calibracdo empiricos. Consideramos 0.5 para compostos idnicos e

0.3 para compostos nao iénicos.

AAG, = AGl — AGZ Equacao 17

lig

Para a comparacdo dos ligantes da familia PUPA, calculamos a diferenca

entre o AG de todos os ligantes (equacao 17), utilizando o PUPA-LDV como
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referéncia. O volume do sistema para essas simula¢cdes permanece inalterado. Em
funcdo dos resultados, pode-se notar a tendéncia de ligagdo entre os ligantes

comparados e inferir a relagdo entre suas constantes de inibic&o.

Ky _ g-tae-acyymr Equacio 18

K,

Utilizamos as configuracbes aceitas, segundo os critérios de selecao
aplicados (ver resultados), como ponto de partida para os experimentos de dindmica
molecular.

Os experimentos de docking molecular foram feitos utilizando o programa
DOCKTHOR, com o algoritmo GSA. Para os ligantes da familia PUPA, permitimos
gue 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 interacdo e agrupados em familias. Os membros das primeiras familias
foram considerados como solucdes aceitas.

Executamos o seguinte fluxograma para o calculo de energia livre: Apos 0s
experimentos de docking, a conformacéao de melhor energia teve suas coordenadas
utilizadas como entrada para a minimizacao de energia, inseridas no sitio de ligacao,
utilizando o algoritmo Steepest Descent até o0 momento de convergéncia ou até 1000
passos (0 que acontecesse primeiro). Apds a minimizacao, realizamos uma dinamica
molecular de 1.5 ns em um cubo de dimensdes 85x100x80 A, usando o algoritmo
Leap-Frog para cada um dos ligantes no sitio de ligacdo. Dividimos essa dinamica
em dois passos: durante os primeiros 500ps permitimos que somente as moléculas

de 4gua se movimentassem, de modo a acomodar o solvente. Durante a segunda
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parte dessa dinamica, permitimos que todo o sistema, incluindo as moléculas de
agua, se movimentasse por 1ns.

Terminados esses dois passos, apos a confirmacdo do equilibrio do sistema
pela visualizacdo direta do grafico de energia total, utilizamos as coordenadas
referentes ao ligante como entrada para duas novas simulagbes de dinamica
molecular: a primeira em agua e a segunda no sitio de ligacao do receptor, em uma
esfera de 28A de raio, mantendo como centro da esfera o ion correspondente ao
MIDAS. Nessa esfera foi permitido que todo o sistema se movesse, considerando o
solvente explicito, e ndo limitamos o alcance dos atomos com nenhum raio de corte.
Essa etapa durou 1lns, e para a analise dos resultados, visando ao calculo de
energia livre, utilizamos somente os ultimos 500ps, apds nova verificacdo da energia
total do sistema e a confirmacédo de seu equilibrio. Esses passos foram repetidos

para todos os ligantes.
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4 — Resultados
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Nesse capitulo apresentaremos os resultados obtidos mediante o uso de trés
técnicas computacionais: modelagem comparativa, docking molecular e dindmica
molecular, para analisar as interagdes entre a integrina VLA-4 e inibidores

especificos.

4.1 - Modelagem Comparativa
4.1.1 - Construcédo do modelo

Para elucidar a estrutura espacial da integrina a4pfl lancamos mao da
integrina avP3, relacionada estrutural e evolutivamente, utilizando para isso a
metodologia computacional de modelagem comparativa. O modelo criado prové um
melhor entendimento sobre a conformacéo espacial e possivelmente um melhor
esclarecimento sobre as interagcdes com ligantes naturais e moléculas antagonistas,
auxiliando no desenvolvimento de farmacos potencialmente mais eficazes.

A integrina VLA-4 foi modelada usando como molde a estrutura cristalografica
da integrina aVB3 (CD51/CD61), com codigo PDB=1L5G (Xiong et al., 2002).

Até o presente momento, essa € a Unica integrina com a estrutura integral dos
seus dominios extracelulares resolvidos experimentalmente que pode ser usada
como molde. E importante ainda ressaltar que s&o observadas poucas mudancas na
estrutura quaternaria ao se sobrepor as estruturas cristalograficas dessa integrina no
seu estado ligado com a estrutura sem o ligante (PDB=1JV2). Durante o processo
de cristalizacdo, o dominio extracelular da integrina foi imerso em uma solucao
contendo o pentapeptideo ciclico (RGDf[Me]V) (Xiong et al., 2002). Durante esse
processo algumas mudancas conformacionais podem ter ocorrido, por exemplo, a

prépria reestruturacdo molecular do receptor devido a incluséo do ligante.
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E importante ressaltar que o cristal utilizado como molde foi obtido por
difracdo de raios-X com uma resolucdo de 3.2 A, sendo essa, portanto, uma
resolucdo relativamente baixa, mas ainda assim aceitavel para a construcdo de
modelos por homologia (Baker and Sali, 2001). Embora a estrutura tridimensional de
todos os dominios extracelulares da integrina utilizada como molde esteja resolvida,
alguns ndo apresentam uma grande definicdo devido a baixa eletrodensidade, como
0os dominios PSI, EGF-1 e EGF-2 da subunidade 3. Em alguns casos, algumas
coordenadas nao foram determinadas diretamente provocando descontinuidade na
determinacdo da estrutura desses dominios particulares. Posteriormente, 0 mesmo
laboratério que determinou as coordenadas da integrina aV3, publicou a estrutura
do dominio PSI, com uma resolucéo de 3.1 A, elucidando mais detalhadamente a
estrutura desse dominio (Xiong et al., 2004).

A primeira fase para a construcdo do modelo demanda a disponibilidade das
sequéncias do receptor a ser modelado e as que serdo usadas como molde. No
Nosso caso, as sequéncias-alvo utilizadas para a construcdo do modelo (Takada et
al., 1989), foram obtidas do banco de dados do Entrez Protein (Schuler et al., 1996),
sob os numeros de acesso NP000876 (ITGA4 humana) e P05556 (ITB1 humana),

para as unidades o e p respectivamente.

Para o alinhamento local (Smith and Waterman, 1981a) entre as sequéncias
das integrinas alvo VLA-4 e molde aV3, empregamos o servidor BLAST (Altschul et
al., 1997), porém esse alinhamento foi otimizado manualmente, de modo a preservar
ou reposicionar alguns aminoacidos importantes, como os envolvidos no lago 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 § [1 e CYS183CYS198 da cadeia o).
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O alinhamento entre as sequéncias das unidades a e  da proteina-alvo e a

proteina-molde é mostrado nas figuras 12 e 13.

Para a obtencdo dos percentuais de identidade e similaridade entre as
sequéncias alvo e molde utilizamos a matriz de substituicdo BLOSUMG62, obtendo os
resultados descritos nas tabelas 3 e 4. Os valores obtidos encontram-se acima dos

considerados minimos para a construcdo de um modelo confiavel (~25% ID)

Tabela 3. Percentuais de identidade e similaridade entre as sequiéncias-alvo (a4,31)

e sequéncias-molde (aV, B3) obtidos usando a matriz BLOSUMG62.

Identidade | Similaridade | Gaps

o4 x av 27.9% 45.3% 14.2%

B1 x B3 43% 60% 3%

A identidade sequencial € a ocorréncia de um mesmo aminoacido na mesma
posicdo em sequéncias alinhadas. A similaridade sequencial leva em conta
substituicbes conservativas, ou seja, aminoacidos com caracteristicas fisico-
guimicas similares, conforme diferentes critérios adotados pelas matrizes de
substituicdo. As regifes de gap sdo espacos abertos entre as sequiéncias, que nao

encontram similares na sequéncia alinhada.

64



B I Sl Sl
Alfad 34 YNVBTEBALLNO HNTL ——VLH HGANR WLANASVINP 5/ 1 VR RIGKNPGQ EQLQLGSPNGEPCG 120
Alfav 31 FNLBVDEPAENSEBRECSY DFFVP ASSRMF ~TTQPGIVEGHQVLKEDWSST--RRQP IEFDATGNRDYA DDP 117
.
Alfad 121 ERDN VTL PGENGS G——HR KNIFYI NKL YGVPPDLR ELSKRIP YQDYVKKF EN SFY 207
Alfav 118 FKSHOM~SVREKE----D APLYHWIRT--EM Q F-LQDGTKM---VE YEBBRSOD1DADEQCHE- IDFfl 194
| el
Alfad 208 LIVM -------------- FLDKQ RSQHTTEV QHEQ—I K 280
Alfav 195 KABRVLLEC Q Q ISDQVAEIVSKYDPN KY NQL ~—TRT DD DENGDG 1DDFRSEVERAARTLEM 282
.|....| .. .
Alfad 281 ANMFSI ELNI HEM KKLGS s ------ QSTIR YINSG AVMNAME SDKY 364
Alfav 283 VNY--BCRMSSEYNFTEEQMA, LFMDRGSDGKLQ SMSLORABE---DFQTEKENEFEVF 367
DO O O O e e S R N
Alfad 365 =W N EY E Q—ED LQ AD ISSTF 3RI LQIS L SM Q |s Q| N ANBH 152
Alfav 367 —SREGSAll-PECHLBODEE B YGGE LNAVPER 1 LEGO~AREMPPSES Y BVKE-A TH 1 BKNEYFBL 1 456
N I
Alfad 453 ERSBSEVELRTR 464
Alfav 457 BCVBREIEVR R 268

Figura 12 — Alinhamento entre as seqiiéncias correspondentes ao sitio de liga¢do das subunidades a4 e aV. Os residuos ressaltados em
vermelho assinalam identidade e os amarelos similaridade.



Betal
Beta3

Betal
Beta3

Betal
Beta3

|....|....|....|....|....| e N
140 ENVKS MNE RISDF SEVERTMVEN 1 ST TSEQN TTP SHENVESERIN 227
130 WSI1ON ATOMRKLISNL DEPMS MYIS YDMKTTELPMEGHISHMETIRND 219
228 KGE L —VTR L MMTMSHYYR 315
220 QVTR DASH GSD SABTTME 309

| . S A O P
316 IAHLVQ Q EFQP KELKN AN 10" I 375
310 LGLMTE Q NVVNLEONYSE MDSSNVIL 369

Figura 13 — Alinhamento entre as seqiiéncias correspondentes ao sitio de ligacdo das subunidades B1 e 3. Os residuos ressaltados em
vermelho assinalam identidade e os amarelos similaridade.
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Quando considerado somente o sitio de interacdo entre o ligante e o receptor,
gue é nosso sitio de interesse, definido pelos aminoécidos 34 a 464 e 140 a 376, das
cadeias a e [ respectivamente, esses valores melhoram significativamente o que
garante uma maior confiabilidade do modelo, ao menos nessa regiéo (tabela 4).

Tabela 4 - Percentuais de identidade e similaridade da regido correspondente ao sitio

de ligagao (B-propeller e B A-domain)
Identidade | Similaridade | Gaps

a4 x av 33.5% 51.3% 11.9%

B1xB3 | 55.8% 71.7% 1.7%

Quando calculado o percentual somente na regido de interesse, 0s valores de identidade e similaridade
aumentam, indicando que a maioria dos residuos que ndo encontra correspondente no alinhamento
entre a seqiiéncia inteira se localizam em regifes periféricas a regido de ligacao.

Apods o alinhamento entre as sequéncias do a4 e aV, o “escore” calculado foi de
273 e o “valor esperado” foi de 1x10-73, enquanto no alinhamento entre as sequéncias
B1 e B3 o “escore” foi de 605 e o “valor esperado” foi de 1x10-173. A significancia 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 substituicdo, onde o valor dos aminoéacidos alinhados que tém equivalentes

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

Na construgdo dos dominios mais importantes, como o a f-propeller e o g A-
domain, caracterizados em conjunto como sitio de ligacdo dos ligantes, alguns
cuidados foram tomados de maneira a preservar as estruturas secundarias e manter
conservadas as posicOes daqueles aminoacidos responsaveis pela coordenacdo dos
ions imprescindiveis para o processo de ligacdo (MIDAS, ADMIDAS).

Para algumas regides de laco do VLA-4 que apresentaram baixa similaridade,

guando comparadas com o molde, fizemos outras buscas no BLAST, usando somente
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a sequéncia correspondente a alca, na tentativa de encontrar modelos mais
apropriados. Porém em todas elas, encontramos como resultado sempre 0 mesmo
molde ja utilizado (PDB=1L5G).

Inicialmente geramos 30 modelos de cada subunidade e apds a construcao,
selecionamos o melhor modelo de cada uma, levando em consideragdo o valor da
funcdo objetiva, que é bastante eficiente para a selecdo e ranking dos modelos
construidos (Sali et al., 1995). O valor da funcdo objetiva ndo é absoluto, j& que
somente pode ser usado para a comparacdo de modelos gerados pelo mesmo
alinhamento. Devido a complexidade do heterodimero, decidimos que 30 modelos seria
uma quantidade aceitavel, dado que para outros modelos construidos a partir de
estruturas com melhor resolucdo, o numero de modelos construidos € de 20, em
media.

As estruturas dos dominios EGF-1 e EGF-2, precariamente definidas no molde,
puderam ser reconstruidas utilizando-se as estruturas dos dominios vizinhos EGF-3 e
EGF-4, devido a sua consideravel similaridade (32,1% ID e 41% similaridade). Essas
regides, por ndo participarem diretamente da ligacdo com os ligantes, ndo foram
construidas com grande acuracia, porém sua importancia ndo deve ser descartada, ja
gue certamente participam da transmissao de sinais intra/extracelulares (Arnaout et al.,

2005).

As coordenadas dos oito fons Mn?" presentes na estrutura-molde foram
conservadas também no modelo, porém os atomos foram trocados por Mg®*, ja que os
programas utilizados neste trabalho ndo estdo parametrizados para lidar com atomos
de Mn?*. Dado que os aminodcidos da regido MIDAS, envolvidos na sua coordenacéo,
sdo idénticos entre o alvo e o molde, pudemos manter as mesmas coordenadas,

embora somente sete estejam presentes no sitio de ligagao (trés no 1 e quatro no a4).
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Apos a insercdo dos ions, o proximo passo foi realizar uma minimizagao de energia de
1000 passos com o algoritmo de Maximo Declive, de modo a acomoda-los em posicoes

energeticamente mais favoraveis.

O motivo MIDAS se repete em todas as integrinas descritas, sendo bastante
conservado evolutivamente. Na integrina VLA-4, os residuos que compdem o0 motivo
MIDAS séo os seguintes: D150, L151, S152, Y153, S154, E249, D279 (figuras 14 e

15).

A B
ASP 150
SER 152
150 249 279
(P I |
Betal 150 DESNE-—--- E--—-- B
Beta3 119 DESNE----- - B ASP 249 SER 154
(P I |
ASP 279

119 220 251

Figura 14 — A) Destaque do alinhamento da regido MIDAS, mostrando que ndo ha alteracdes entre as
duas sequéncias. B) Regido que circunda o fon Mg®" com os aminoécidos D150, L151, S152, Y153,
S154, E249, D279, envolvidos em sua coordenacao.

Dessa maneira, foi possivel construir toda a estrutura de superficie do VLA-4
utilizando conjuntamente as coordenadas do aVB3 e também dos dominios

separadamente. A figura 16 mostra a estrutura tridimensional do heterodimero VLA-4.
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Figura 15 - Detalhe do entorno dos ions Mg2+ presentes no sitio de ligacdo. A) Primeiro ion,
coordenado pelo motivo LIMBS, que parece ter o seu entorno ja comprometido com outros aminoacidos
gue o coordenam: OE1 e OE2 — GLU169, OEl1l e OE2 - GLU249, NE2 - HIS283, O - PR0O248. B)
Entorno do ion coordenado pelo motivo MIDAS, descrito na literatura como o ion participante da
interagéio com os ligantes. C) fon coordenado pelo motivo ADMIDAS.
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Figura 16 Modelo do VLA-4. A) Visdo do heterodimero a partir da subunidade a. B) Visdo do
heterodimero a partir da subunidade B. Figura C) Visao lateral, no sentido do dobramento, mostrando o
contato proximo entre os monémeros. Figura D) Visao superior. Em verde a subunidade alfa e em ciano
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base em estudos estatisticos realizados no Protein Data Bank. Os resultados providos
pelo programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993a) sado detalhados nos chamados
graficos de Ramachandran. As figuras 17-19 mostram a validacdo do molde e dos
modelos pelo PROCHECK.

O modelo tridimensional final gerado do VLA-4 apresenta uma boa qualidade
estereoquimica, apresentando um valor do parametro G (G-factor) global de -0.36 para
a cadeia a e -0.11 para a cadeia 3, enquanto valores acima de -0.50 sdo considerados
aceitaveis e valores entre -0.5 e -1.0 sao considerados pobres. O valor total do
parametro G para a estrutura representa uma media cuidadosamente ponderada de
todas as analises realizadas pelo PROCHECK, como a combinagédo dos angulos phi-
psi, chil-chi2, comprimento das ligacGes e angulos da cadeia principal, dentre outras.
Proteinas que apresentam residuos com valores muito baixos do parametro G podem

ter problemas com sua estrutura global.
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Figura 17 - Gréficos de Ramachandran correspondentes as estruturas completas das cadeias
aV (A) e B3 (B) usadas como molde. A maior parte dos residuos de ambas as unidades se
encontra em regides permitidas (717 e 445), enquanto poucos se encontram em regides menos
favoraveis (35 e 30), respectivamente para a unidade a e 3 e nenhum residuo se encontra em

regides ndo permitidas.
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Figura 18 - Gréaficos de Ramachandran correspondentes as estruturas completas das cadeias
a4 (A) e B1 (B) geradas. A maior parte dos residuos de ambas as unidades se encontra em
regibes permitidas (739 e 571), enquanto poucos se encontram em regides menos favoraveis
(29 e 35) e poucos residuos (11 e 10) se encontram em regides ndo permitidas

respectivamente para a unidade a e f.
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Figura 19 - Gréficos de Ramachandran correspondentes as estruturas do sitio de ligagédo das
cadeias a4 (A) e B1 (B) geradas. A maior parte dos residuos de ambas as unidades se
encontra em regides permitidas (344 e 201), enquanto poucos se encontram em regifes menos
favoraveis (16 e 5) e poucos residuos (4 e 2) se encontram em regides ndo permitidas
respectivamente para a unidade a e 3. Nenhum dos residuos localizados em regides nao
permitidas é relevante para a interacdo com os ligantes, estando posicionados em regifes
distantes do sitio de encaixe.
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Conforme a validacao feita com o programa VERIFY3D (Luthy et al., 1992), que
mede a compatibilidade da estrutura tridimensional com sua sequéncia, detectando
possiveis erros de enovelamento, 85,42% dos residuos da unidade a e 85,71% da
unidade B tiveram um escore 3D-1D médio maior que 0.2, atestando para uma boa
gualidade no enovelamento na regiao do sitio de ligagéo.

As analises feitas pelo programa WHATCHECK (Hooft et al., 1996) também
atestaram quanto a qualidade estereoquimica, formacdo de regibes centrais
hidrofébicas, comprimentos de ligacdes, angulos diedrais e planaridade dos anéis das
cadeias laterais.

Uma consequéncia do alinhamento manual, utilizado para a otimizacdo da
estrutura é a de inevitavelmente ocorrerem conflitos entre as cadeias laterais da
proteina construida. Isso ocorre devido a mudancas de tamanho e distribuicdo de
cargas das cadeias laterais. Alguns residuos se posicionaram fora das regides
permitidas. Optamos por minimizar a estrutura modelada utilizando o algoritmo
gradiente conjugado por 30.000 passos, como tentativa de reposicionar esses residuos
em angulos aceitos. Apos a minimizagao, apenas 4 aminoacidos da subunidade a e 2
da subunidade B estavam em regides nao permitidas.

O RMSD entre o cristal do B-propeller da subunidade aV e o mesmo dominio da
a4 é de 0.75 A, enquanto entre o dominio A da B3 e o dominio A do B1 é de 0.57 A,
calculado para os carbonos a, mostrando uma grande semelhanca estrutural entre a
integrina molde e o modelo construido (Figura 20). Em modelos tedricos gerados por
diferentes metodologias, incluindo modelagem comparativa, pode-se aceitar um RMSD
de aproximadamente 1A entre o molde e o modelo. Nossa estrutura apresenta um valor
abaixo de 1A e, portanto, mais confiavel, do valor que se pode considerar como um

bom resultado (Chothia and Lesk, 1986), utilizando esse parametro como referencial. A
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grande maioria das estruturas secundérias se mantém conservadas estruturalmente,
embora algumas diferencas possam ser observados, correspondendo a regides de alta
flexibilidade. As regides criticas, como as que circundam os ions, a regido SDL e o sitio
de ligagdo se mantém conservadas.

A regido de interesse da integrina VLA-4 utilizada compreende 431 residuos da
subunidade a e 237 da subunidade 3 e desse total, 48 residuos da a e 37 da beta
estdo 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 — Sobreposi¢éo de estruturas para o célculo do RMSD entre os sitios de ligagdo do avf3
(vermelho) e a4p1 (verde). O RMSD foi calculado entre 0 melhor modelo construido apds a minimizagéao
de energia e as coordenadas do molde utilizado, avf3. O valor encontrado entre as subunidades a é de
0.75A e entre as subunidades B é 0.57A, considerando-se somente os Ca.

Conforme andlise do modelo gerado, somente trés pontes de hidrogénio se

fazem presentes entre as cadeias a e B (TYR253A-GLY286B, TYR364A-ALA320,
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GLU370-LYS289). A &rea acessivel ao solvente é de aproximadamente 29975,9 A2 No
entanto, desse total, 2977,1 A? se encontram na regido da interface, em uma regido
inacessivel ao solvente.

A sobreposicéo das estruturas do modelo e do molde auxilia na verificagao de
regides discrepantes entre o molde e o modelo. O RMSD foi calculado entre o melhor
modelo construido apds a minimizacdo de energia e as coordenadas do molde, avp3.
O valor encontrado entre as subunidades o € de 0.75A e entre as subunidades B é
0.57A, considerando-se somente os Ca (Figura 20). Esses baixos valores indicam uma
grande similaridade estrutural entre os sitios de ligacdo dessas integrinas. Essa
observacéao era esperada, ja que, em modelos contruidos por modelagem comparativa,
as caracteristicas estruturais séo herdadas da proteina molde.

De modo a observar as possiveis interacbes complementares aos ligantes,
também analisamos o perfil eletrostatico dessa regido observando que a regido que
circunda os sitios MIDAS, ADMIDAS e LIMBS é bastante eletronegativa, devido a uma
grande concentracdo de residuos carregados negativamente nessa regido e,
necessaria para a ligacdo dos fons Mg?*, desempenhando um papel importante nos
grupos carregados dos ligantes (figura 21).

Ainda que os ligantes pudessem encaixar em outras regifes da proteina, sabe-
se, através de experimentos de mutagénese sitio-dirigida em outras integrinas, que o

sitio de ligacdo se encontra na interface formada entra as duas subunidades e que os
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Figura 21 - Perfil eletrostatico da regido de ligagdo do molde avB3 (A) e do modelo a4p1 (B).
Observamos que no perfil do VLA-4 ha uma concentragdo maior de residuos carregados na fenda
formada na intersecdo entre as subunidades, indicada pelas setas. Posteriormente essa regido foi
utilizada para o docking. Apés a minimizacéo de energia o ion coordenado pelo MIDAS se movimentou
em direc&o ao interior da subunidade B e, portanto, ndo aparece com destaque na figura.

4.2 - Docking Molecular

4.2.1 - Procedimentos

Metodologias tedricas e computacionais podem ser utilizadas para analisar e

predizer interacbes entre ligantes e macromoléculas. Tendo em mados o modelo ja
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validado e aprovado, demos prosseguimento a analise da interacdo entre VLA-4 e seus
ligantes, utilizando para isso a metodologia de docking molecular.

Sabe-se que as integrinas sdo proteinas dependentes de ions divalentes
(Dransfield et al., 1992; Qu and Leahy, 1996; Shimizu et al., 1990). Dessa maneira,
mantivemos a regido que compreende esses ions e outros residuos criticos, assim
como aqueles envolvidos em sua coordenacdo como a regido principal para o docking.
Os experimentos de docking foram realizados utilizando a regido que compreende a
extremidade N-terminal de ambas as subunidades (a-B-propeller e f dominio A).
Delimitamos a area do sitio de ligagdo em um cubo de 35Ax55Ax57A, com uma
discretizagao de 0.25A para o grid, sendo essa uma regidao que compreende o sitio de
interesse. A discretizacdo corresponde ao espacamento existente entre cada ponto
formado pela matriz que substitui a proteina para o docking.

O procedimento de docking resultou em 240 modelos possiveis de cada um dos
ligantes. A primeira escolha das melhores solu¢gdes apresentadas pela metodologia, foi
baseada no critério de menor energia potencial do complexo integrina—ligante. Em
seguida, separamos todos os 240 resultados obtidos em familias estruturalmente
semelhantes, mantendo um RMSD de 3.5 A entre os ligantes pertencentes & mesma
familia como limite maximo para a divisdo. O expoente de menor energia de cada
familia foi escolhido como o elemento representativo do grupo.

Os farmacos testados foram selecionados tendo como base a sua eficacia
biolégica no tratamento de patologias associadas ao VLA-4, e outras sequéncias
derivadas de ligantes naturais descritas na literatura cuja utilizacdo € promissora no
desenho de antagonistas especificos 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, farmacos sintetizados com base na sequencia ILDV, e
ainda uma sequéncia utilizada experimentalmente como controle negativo.

O proximo critério estabelecido para selecionar as solucdes significativas foi a
distancia maxima de 4,5 A entre o ion do motivo MIDAS e qualquer um dos atomos de
oxigénio do residuo acido 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 ligacdo do VLA-4. Para isso escolhemos os peptideos ciclicos RGDf[Me]V e

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

4.3 — Ligantes Peptidicos

4.3.1- CQIDSPC

O receptor de integrina VCAM-1 € expresso normalmente no endotélio vascular e
sua interacdo com o VLA-4 é um dos pilares iniciais do processo de migracao
linfocitaria para a corrente sanguinea. A sequéncia TQIDSPL encontra-se
especificamente na alca C-D do VCAM-1 e experimentalmente ja foi testada sua
importancia no bloqueio do VLA-4 (Spring et al., 2001). A estrutura obtida por difracao
de raios-x do VCAM-1 mostra que o tripeptideo IDS, também reconhecida como uma
das sequéncias de ligacdo ao VLA-4, se encontra em uma regido altamente exposta ao
solvente e se projeta para fora do receptor (Wang et al., 1995), com o residuo funcional
ASP40 no topo dessa regido, em uma posicao ideal para a interacdo com a integrina.

Foi mostrado que a sequéncia QIDSP linear ndo apresenta atividade biologica
(Jones et al., 1995), sugerindo que para conservar a afinidade, a estrutura espacial

desse segmento deva ser estruturalmente o mais proxima possivel daquela contida na
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regido da alca C-D. Os percentuais de inibicdo obtidos experimentalmente em células
Ramos foram 81+3% e 3+3% para o peptideo ciclico e linear, respectivamente. Com
base nessa informacéo, construimos o peptideo ciclico CQIDSPQ a partir da estrutura
do VCAM-1 (PDB=1VCA), mutando computacionalmente os residuos das extremidades
(T e L) por cisteinas, tentando preservar ao maximo a estrutura dessa alca (figura 22)

(Jones et al., 1995).

Figura 22 — A) Estrutura obtida por difracdo de raios-X do segmento do VCAM-1 responsavel pela
ligacdo com o VLA-4 (PDB=1VCA). Em destaque, o tripeptideo responsavel pela interacdo com a
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Estudos prévios de dindmica molecular utilizando esse peptideo em solugcdo
constataram que ap0s a simulagcdo a disposi¢cdo pentagonal se mostrou mais regular
com uma distancia aproximadamente igual entre os Ca (Xiong et al., 2002). Entao, a
distorcdo na sua estrutura em complexo com integrina av3 esta aparentemente
relacionada a interacdo com o ion Mn, presente nesse cristal, e 0s aminoacidos do sitio
de ligacao do av3. A conformacgéo da cadeia principal desse pentapeptideo € bastante
similar (RMSD=1.25A) a existente na desintegrina equistatina, um ligante natural de

algumas integrinas (Saudek et al., 1991).

r

Figura 23 - Estrutura tridimensional do ligante RGDf[Me]V, usado como controle negativo para os
experimentos de docking. A estrutura desse pseudo-peptideo foi obtida experimentalmente,
complexado a estrutura da integrina avp3.

A figura 24 mostra os valores de energia potencial e energia de interacdo das
familias dos ligantes CQIDSPC e RGDf[Me]V, obtidas com o programa DOCKTHOR
(Junior and Dardenne, 2005). As setas indicam solucfes aceitas, conforme os critérios
adotados para os ligantes com o0 aspartato na sua composi¢cao. A primeira familia
aceita de RGDf[Me]V aparece somente no 10° grupo de solucdes, mostrando que
outras solucdes de menor energia foram encontradas, porém sem cumprir a condicao
de coordenacdo do &cido aspartico com o ion da regido MIDAS, importante para a
ligacdo. Ja no caso do peptideo CQIDSPC, as solucbes que satisfazem as condi¢des

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
familias que apresentam solucdes aceitas, conforme os critérios adotados. A energia do peptideo
CQIDSPC apresenta valores mais favoraveis e indicam a preferéncia desse ligante em relacdo ao
RGDf[Me]V.

Os resultados correspondentes as solucdes de menor energia das familias
aceitas sdo mostrados na tabela 5.
Tabela 5 — Energia potencial e energia de interacdo para os dois ligantes, RGDF[ME]V

e CQIDSPC, considerando os menores valores.

Energia Potencial / kcal mol™ | Energia de Interacio/ kcal mol™ | RMSD / A *

RGDf[Me]V -53,2 -65,4 211

CQIDSPC -73,4 -71,3 1.08

*Na quarta coluna o RMSD calculado entre a solu¢cdo de menor energia potencial e a de menor energia
de interacao.

O ligante CQIDSPC relacionado com a sequéncia do VCAM apresenta valores de
energia mais favoraveis que o RGDf[Me]V, tanto para a energia potencial como de

interacdo molecular. Notamos a formac¢do de uma ponte de hidrogénio entre o HE2-
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GLN do ligante e O-VAL245 da cadeia alfa, além de outras trés 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 a forte interacao eletrostatica
entre o ASP do QIDS e o ion pertencente ao MIDAS.

No caso do ligante RGDf[Me]V, observa-se somente uma forte interagcéo
eletrostatica entre o atomo OD2 do ASP com o ion de Mg+2 localizado no MIDAS da
subunidade B1. Esse mesmo ligante, quando ligado ao avp3, além de interagir com as
duas subunidades, ligando o aspartato ao ion do MIDAS, forma pelo menos duas
pontes de hidrogénio com residuos na cadeia alfa, tais como NH1:ARG-OD2:ASP150 e
NH2:ARG-OD2:ASP216. Essas interacdes se perdem no caso do VLA-4, devido a
substituicdes ocorridas por outros aminoacidos.

As energias de interacdo sao -71.3 Kcal/mol e -65.4 Kcal/mol, enquanto a
distancia entre o oxigénio do aspartato ao fon Mg foi de 2.25A e 2.66A,
respectivamente para os ligantes RGDf[Me]V e CQIDSPC (figuras 25-27). Essa
diferenca de energias de interacdo entre as solucbes poderia explicar a diferenca de
afinidades entre ambos ligantes.

A ligacéo favoravel do ligante RGDf[Me]V ao aVB3 e desfavoravel ao VLA-4 pode
ser explicada por alteracbes presentes no sitio de ligagdo do avB3 e que sao
substituidos por outros dois com caracteristicas fisico-quimicas distintas: o ASP150,
presente na subunidade aV € substituido, na posicdo equivalente na a4, pelo
aminoacido PHE158 e o aminoacido GLN180 da aV é substituido pelo aminoacido
THR189 na a4. A energia de interagdo desse ligante, com o sitio de ligagdo da
integrina aVB3 é de -80.014 Kcal/mol, confirmando a sua preferéncia por esse ligante.
A cadeia lateral da ARG, presente no tripeptideo RGD forma duas pontes de hidrogénio

com a subunidade «, ligando esses dois aminoacidos especificos (Xiong et al., 2002).
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A alteracdo desses dois aminoacidos descritos pode ser importante para a seletividade

de ligantes do VLA-4.
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Figura 25 — Valores

de energia de interacdo para os ligantes RGDf[Me]V e CQIDSPC no sitio de

ligacdo do avP3. As setas indicam as familias que apresentam solugfes aceitas, conforme os critérios
adotados. A energia do peptideo CQIDSPC apresenta valores mais favoraveis e indicam a preferéncia
desse ligante em relacdo 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
configuragfes no sitio de ligagdo do a4pl. Observa-se o importante papel dos ions intermediando o
encaixe dos ligantes. Em ambos, o aspartato do aminoacido ASP se posiciona direcionado para o ion
coordenado pelo MIDAS.

Energia de Interacao do peptideo CQIDSPC: Energia de Interacdo do peptideo RGDf[ME]V:
-72,4 Kcal / mol -45.9 Kcal / mol

Figura 27 — Estruturas para o célculo de energia de interacdo de ambos os ligantes, considerando a
melhor solucdo aceita dos ligantes CQIDSPC (A) e RGDf[ME]V (B).
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Os valores de energia potencial e de interacdo do ligante RGDf[Me]V, indicam
gue essa ligacdo também é possivel. Ainda assim, esses valores, quando comparados
aos outros ligantes utilizados, (CQIDSPC, PUPA e derivados), apresentam maiores
energias e €, portanto, mais provavel que esses Ultimos ligantes se encaixem no sitio

de ligacao com conformacdes estruturais energéticas mais adequadas.

4.3.3 - ILE-LEU-ASP-VAL

O tetrapeptideo ILDV esta presente no dominio CSlII da fibronectina (FN). Como
a estrutura desse dominio ainda n&o € conhecida, suas coordenadas foram construidas
utilizando o programa Spdbv (Guex and Peitsch, 1997), com base no dominio QIDS do
VCAM-1 (Jones et al., 1995), conforme mostrado na figura 28. Esse peptideo
compartilha um acido aspartico conservado em relacdo a sequéncia RGD, porem essas
duas sequéncias ndo sao relacionadas evolutivamente. A sequéncia ILDV é homologa
e essencialmente isostérica da sequéncia QIDS (Wang et al., 1995). Ao contrario do
tripeptideo RGD, cuja seqiéncia de aminoacidos € invariavel, a sequéncia LDV tem
variabilidade limitada, em torno de uma sequéncia consenso (L/I-D/E-S/T/V) (Curley et

al., 1999).

Figura 28 - Peptideo linear ILDV: As coordenadas desse peptideo foram criadas sobrepondo e
alinhando essa sequiéncia ao segmento QIDS existente no VCAM-1. A regido da fibronectina
responsavel pela ligagdo ao VLA-4, contendo essa seqiéncia, ainda ndo estd resolvida
experimentalmente.
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4.4 — Ligantes Peptideo Miméticos

4.4.1 - 4-[N'-(2-methylphenyl)ureido]phenylacetyl-LDV (PUPA)
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Tabela 6 - Ligantes da familia 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 peptideo ILDV é
substituida pelo grupamento PUPA, potencializando o efeito biologico. Nos experimentos de docking
esse ligante mostrou os melhores resultados.

4.4.2 - Ligantes da familia 4-[N'-(2-methylphenyl)ureido]phenylacetyl-R
(PUPA)

Os ligantes membros dessa familia foram descritos como bons inibidores de VLA-
4, e sua eficacia 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 0s
angulos passiveis de tor¢cdes se movimentassem, respeitando os limites estabelecidos.
A partir dessa abordagem, os resultados ndo reproduziram o mesmo comportamento
obtido pelos ensaios experimentais de IC50, com exce¢do do composto original 4-[N'-
(2-methylphenyl)ureido]phenylacetyl-LDV (figura 30), que manteve valores de energia
potencial e de interacdo compativeis com sua eficacia biolégica, em relacdo aos outros

compostos derivados.
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Figura 30 - Valores de energia potencial obtidos pelo programa Dockthor. As setas indicam as familias
com solucdes cujo OD1 ou OD2 do aminoacido ASP se encontram até 4.5A do ion Mg®* coordenado
pelo MIDAS.

A sequéncia peptidica inicial, ILDV, apresenta atividade biolégica comprovada
experimentalmente, e ao se adicionar o cap N-terminal, essa atividade &
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 familia,
portanto, tém um grupamento quimico constante. Baseado nessas informacdes, a
estratégia elaborada foi a de manter esse grupamento restrito espacialmente,
preservando as mesmas coordenadas obtidas no melhor resultado aceito do composto
original da familia (4-[N'-(2-methylphenyl)ureido]phenylacetyl-LDV). A partir de entao,
todos os membros dessa familia tém um grupamento constante e restrito no processo
de docking, com as mesmas coordenadas, variando-se somente o radical adicionado.

Para os ligantes da familia PUPA, o critério mantido foi o valor de energia de
interacdo da molécula. Utilizando entdo esses critérios, obtivemos 0s seguintes

nameros de familias e energias, mostrados abaixo, nas figuras 30-31 e tabela 7:
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Figura 31 — Variacdo de energia de interacdo calculada para todos os ligantes da série PUPA, conforme
a classificacdo em familias cujos membros apresentam semelhancga estrutural em até 3.5A. Os nimeros
na parte superior de cada grafico mostram o nimero de membros em cada familia. Nas tabelas abaixo
de cada gréfico sdo apresentadas as interagbes encontradas entre cada um dos ligantes e o receptor
VLA-4. Dentre os ligantes dessa série, 0 PUPA-LDV apresenta as energias mais favoraveis de interacéo,
assim como um maior nimero de interagbes com a proteina. A numeracéo do atomo segue de acordo
com a tabela 6.

96



Utilizando a estratégia de docking parcial, mantendo o grupamento PUPA fixo, os

valores de menor energia obtidos sdao mostrados na tabela 7.

Tabela 7 - Energia potencial e de interacdo dos ligantes da série PUPA

Ligante Energia Potencial | Energia de Interagéo
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.
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Figura 32 - Valores de energia potencial e de interagcdo 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
presenca do residuo acido ASP. Quando esse residuo € removido, ou substituido por outros grupos
guimicos sem a mesma caracteristica, a energia aumenta drasticamente.
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Observamos que utilizando essa estratégia, os valores de energia de interacdo
apresentaram qualitativamente uma melhor correlagdo com os resultados obtidos pelos
experimentos de inibicdo, exceto para o ligante Pupa 2.

Na andlise da interacdo do ligante PUPA LDV com o receptor VLA-4 (figura 33),
observamos um nimero maior de pontes de hidrogénio (Atomo 41-O:TYR153B, Atomo
46-OG:SER152B, Atomo 41-OG:SER154B, Atomo 45-OG:SER154B, Atomo 50-
OG:SER247B, Atomo 15-NZ:LYS190A), quando comparado ao RGDf[ME]V ligado ao
VLA-4, concomitante a sua interacdo com o0 ion coordenado pelo MIDAS. Esses
fatores, em conjunto, proporcionaram uma diminuicdo na energia de interacdo e

conferiram uma maior estabilidade no complexo VLA-4/ligante.

Serl54

Serl52

Ser247 t

Figura 33 - Pupa LDV no sitio de ligagdo, mostrando somente os residuos envolvidos na formacéo de
por;tes de hidrogénio entre as subunidades alfa e beta e o ligante. Em ciano o ligante e em verde os ions
Mg*".

As diferencas de ligacdo entre as moléculas analisadas e a ndo existéncia de
correlacdo direta com os resultados experimentais podem ser explicadas pela auséncia
dos acucares nos sitios de glicosilacdo do modelo construido, que mesmo distantes da
regido da grade, podem atuar durante a ancoragem de proteinas maiores, como a
fibronectina, estabilizando a interagdo. Como estudado em modelo murino, ocorrem

mudancas na expresséo, estado de glicosilacdo e funcdo durante a ontogenia das
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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 ap6s a dinamica molecular nas esferas.

Pupa_LDV
Pupa_IDS
Pupa2
Pupa3
Pupa4
Pupa6
Pupa7
Pupa9

AG Kcal/mol
-17,5(+7,5)

-9,2(+7,8)
-5,3(+3,9)
-7,2(5,5)
-2,3(+4,7)
-4,1(+4,0)
-5,5(+4,4)
-4,7(+3,6)

0,0
-8,3(+10,8)
-12,2(8,4)
-10,4(9,3)
-15,3(8,9)
-13,4(8,5)
-12,0(8,7)
-12,9(+8,3)

A-A PUPA-LDV  A-A Pupa2

12,2(8,4)
3,9(£8,7)
0,0

1,9(+6,1)
-3,0(+5,5)
-1,2(+5,9)
0,2(£5,3)
-0,7(

A-A Pupa3
10,4(£9,3)
2,0(£9,5)
-1,9(£6,7)
0,0
-4,9(£7,2)
-3,1(%6,8)
-1,7(£7,0)

A-A Pupa4
15,3(£8,9)
6,9(+9,1)
3,0(£6,1)
4,9(x7,2)
0,0
1,8(%6,2)
3,2(x6,5)

A-A Pupa6
13,4(£8,5)
5,1(£8,8)
1,2(£5,5)
3,1(£6,8)
-1,8(%6,2)
0,0
1,4(£5,9)

A-A Pupa7
12,0(+8,7)
3,7(x9,0)
-0,2(£5,9)
1,7(£7,0)
-3,2(%6,5)
-1,4(£5,9)

0,0

A-A Pupa9
12,9(£8,3)
4,6(£8,6)
0,7(£5,3)
2,5(+6,5)
-2,4(£5,9)
-0,6(£5,4)
0,9(£5,7)

A-A Pupall A-A Pupa-IDS

13,8(8,4)
5,5(+8,7)
1,6(+5,4)
3,5(+6,7)
-1,4(+6,1)
0,4(£5,5)
1,8(+5,8)

8,3(+10,8)
0,0
-3,9(+8,7)
-2,0(+9,5)
-6,9(+9,1)
-5,1(+8,8)
-3,7(+9,0)
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Figura 34 — Energia Livre de Gibbs em Kcal/mol relativa ao ligante PUPA-LDV utilizado como
referéncia. Existe uma tendéncia de ligacdo na seguinte sequéncia: Pupa3, Pupa7, Pupa2,
Pupa9, Pupa6, Pupall, Pupa4. Os valores mostrados correspondem as médias + desvio-
padrdo dos calculos realizados.

4.5 - Ligante Pupa-IDS

Testamos ainda in silico a eficacia de um ligante hipotético ainda ndo sintetizado,
mantendo o grupamento 4-[N'-(2-methylphenyl)ureido]phenylacetyl juntamente com o
tripeptideo ILE-ASP-SER existente na sequencia do VCAM, conservando a mesma
estrutura espacial do cristal, em uma estratégia similar a utilizada para a construcao do
peptideo CQIDSPC e do inibidor PUPA-LDV. Fizemos o docking com o ligante PUPA-
IDS construido mantendo as mesmas configuracbes anteriores do programa, e

utilizando como contra-ligante o VLA-4. Os resultados estdo mostrados na figura 35.
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Figura 35 — A) Valores de energia de interacdo entre o para o ligante PUPA-IDS. As setas assinalam
familias que apresentam solu¢des cujo OD1 ou OD2 do aminoacido ASP se encontra até 4.5A do ion
MG?* coordenado pelo motivo MIDAS. B) Nimero de membros em cada uma das familias, classificados
conforme o RMSD, juntamente com a variagdo de energia .

A energia de interagdo parece se situar no mesmo patamar do ligante PUPA-

LDV, apresentando valores proximos, e indicando que esse ligante também poderia ser
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utilizado em uma estratégia de inibicdo da atividade do VLA-4, ou entdo servir como
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Figura 36 — Ligante proposto PUPA-IDS, mostrando seu posicionamento global entre as duas
subunidades. Na tabela anterior estdo explicitas as liga¢des feitas entre o ligante e a proteina. A
energia desse ligante também se situa em uma faixa comparavel com o PUPA-LDV, podendo manter a
mesma eficacia na inibicdo do VLA-4 em ensaios bioldgicos futuros.

Os residuos listados podem estar envolvidos na seletividade dos ligantes. A
comprovacado dessa afirmacao poderia ser feita através do docking de outras moléculas
experimentalmente utilizadas como controle negativo em ensaios de adesdo ou
ligacdo. Para que esses resultados sejam plenamente aceitos, simulagdes maiores por
dindmica molecular serdo necessérias, para que a estabilidade dessas interacfes seja

verificada ao longo do tempo, assim como o calculo de energia livre do sistema.

104



5 - Discussao
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No presente trabalho, analisamos a estrutura da integrina VLA-4, proteina cuja
participacdo em processos inflamatérios e auto-imunes é alvo de diversas estratégias,
visando ao bloqueio de sua interacdo com seus principais ligantes naturais, VCAM-1 e
fibronectina. A metodologia adotada para a construgéo da estrutura tridimensional foi a
modelagem comparativa, a metodologia tedrica mais confiavel atualmente, para a
construgcdo de estruturas protéicas que ainda ndo tenham sido resolvidas
experimentalmente.

A estrutura nos permitiu analisar as interacdes entre o VLA-4 e diversos ligantes,
cuja eficacia biolégica na inibicdo dessa integrina ja € conhecida, como as sequéncias
peptidicas LDV, IDS e RGD, e a familia de farmacos 4-[N'-(2-
methylphenyl)ureido]phenylacetyl-R (PUPA), peptideo-miméticos. Estudos similares ja
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 analise da interacdo com ligantes naturais e farmacos inibidores.

Utilizamos, para o docking, as sequéncias caracteristicas dos ligantes naturais,
provenientes de sua estrutura experimental ou entdo construimos computacionalmente
as que nao estavam disponiveis publicamente.

As andlises preliminares do docking apontaram dois residuos cujo papel pode
ser relevante na seletividade do RGDf[me]V, quando analisado frente ao a41 e avp3.
Energeticamente, esse curto tripeptideo se liga a subunidade av, via ASP150 e
GLN180. Esses residuos sao substituidos por outros dois com caracteristicas fisico-
qguimicas bastante distintas na o4: PHE158 e THR189, respectivamente. Essas
substituicGes podem ser levadas em consideracdo no desenho de futuros inibidores,
inserindo grupamentos que interajam, de alguma forma, com o residuo PHE158 (T-

stacking, mstacking), mantendo sua cadeia lateral exposta e/ou grupamentos que
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formem pontes de hidrogénio com THR189, impedindo a aproximacdo de outros
ligantes, ou mesmo solvente, que possam intermediar essa ligacdo. E importante
ressaltar que, em ensaios de cromatografia, alguns peptideos ciclicos contendo a
triade RGD em uma conformacao especifica imobilizados em sefarose podem inibir a
ligacdo do VLA-4 ao VCAM-1 e ao CS-1 (Cardarelli et al.,, 1994). Em face desses
resultados, ndo pode ser descartada a possibilidade de que uma configuracéo
topoldgica especifica possa se encaixar e inibir essa interacao.

Imobilizando o grupamento PUPA, mantendo as coordenadas obtidas pelo
melhor ligante dessa familia, PUPA-LDV, e permitindo que o restante da molécula,
apos o grupamento acetil, se movimentasse, obtivemos uma melhor correlacdo com os
resultados experimentais, indicando que as coordenadas mantidas iméveis podem ser
relevantes.

Quando comparados a sequéncia derivada do VCAM-1 e o peptideo RGD,
torna-se clara a diferenca de energias de interacdo, mostrando uma preferéncia do
VLA-4 quanto ao VCAM-1. Em ambos os casos, o papel do dominio MIDAS, que
coordena o fon Mg?" ficou evidente, indicando que a interacdo eletrostatica entre o
residuo &cido do ligante e 0 Mg?* é importante para a estabilidade do complexo, como
ja sugerido (Craig et al., 2004).

A insercdo do grupamento PUPA na sequéncia LDV apresenta um aumento
consideravel na poténcia inibitéria desse tripeptideo (Lin and Castro, 1998). Esse dado
€ confirmado através de nossos experimentos in silico, cujos resultados indicam
melhores energias no composto PUPA-LDV, quando comparado com 0Ss outros
derivados dessa familia.

As metodologias computacionais utilizadas mostram uma grande eficacia na

representacdo de fendmenos bioldgicos cuja observacdo € dificil ou impossivel por
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outras abordagens. A propria estrutura tridimensional do VLA-4, cujo completo
desconhecimento, até entdo, dificulta a obtencdo de farmacos mais eficazes,
representa um grande avanco no conhecimento do comportamento fisiolégico dessa
integrina, e seu uso se torna promissor, sabendo-se de suas limitacdes e vantagens. O
programa utilizado para a avaliacdo dos modos de ligagdo, DOCKTHOR, também
correspondeu as expectativas, quanto as solucbes apresentadas, mantendo-se
coerente com os dados. Andlises anteriores, em outras integrinas (Jois and Teruna,
2003; Moitessier et al., 2004), utilizaram somente o programa AUTODOCK.

A auséncia de moléculas de agua cristalograficas certamente podera influenciar
no resultado final do docking, ja que, analisando as estruturas do I-domain disponiveis
publicamente (Emsley et al., 2000; Lee et al., 1995a; Lee et al., 1995b), verifica-se duas
formas distintas, chamadas de “aberta” e “fechada”, cuja diferenca basica é a presenca
de uma molécula de agua intermediando a ligagdo do ASP do ligante com o ion
coordenado pelo MIDAS. Levando-se em consideracao a similaridade estrutural entre o
I-domain e o dominio A-domain [ da subunidadef3, a mesma analogia pode ser feita e
poder-se-ia indagar se 0 mesmo comportamento é apresentado por esse dominio.

As estratégias anteriores visavam a busca de compostos bioativos em bancos
de dados de estruturas quimicas, através da localizacdo de grupamentos com
caracteristicas definidas, que respeitem a distribuicdo espacial de cargas ou outros
caracteres fisico-quimicos (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 quimicos descritos como mais
representativos, como o anel aromatico 2-metilfenil do grupamento PUPA, por exemplo.

Os inibidores encontrados por outras metodologias, ou entdo derivados de
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desintegrinas, ndo apresentam grande seletividade, quando testados, por exemplo,
frente a a4B7 e a9p1 (Bazan-Socha et al., 2004).

A estratégia concebida, conforme o fluxograma elaborado, passando
inicialmente pelo docking, e posterior minimizagdo, seguida pela dindmica molecular e
calculo de energia livre se mostra adequada para o estudo desse complexo, embora,
devido ao tamanho do sistema, que apresenta aproximadamente 20.000 atomos,
simulacbes maiores sejam necessarias, principalmente visando ao calculo de energia
livre em func&o do tempo de estabilidade das melhores conformacgdes.

O modelo concorda com parte dos dados experimentais relativos aos inibidores
de uma familia (PUPA), e sua utilizacdo pode gerar novos critérios na elaboracéo de
novos antagonistas, potencialmente mais eficazes e seletivos. Outras familias de
inibidores ja descritos podem ser testadas, e novos inibidores propostos através de
metodologias teoricas poderao ser avaliados, previamente a sua sintese bioldgica.

O proximo passo a na sequéncia de experimentos sera o teste e analise dos
mesmos ligantes, porém com o terminal carboxila carregado, mimetizando o
comportamento do aminoacido acido presente nos ligantes peptidicos. Essa alteracéo
podera apresentar resultados diferentes dos observados durante a experimentacéo

com o terminal carboxila neutralizado.
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6 — Conclusoes
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A observacao da estrutura priméria indica uma estreita relacao entre o VLA-4 e
as outras familias de integrinas, apresentando regifes bastante conservadas
evolutivamente, como, por exemplo, os motivos MIDAS, ADMIDAS e LIMBS, que
coordenam os ions divalentes, e mantém-se na mesma regido nas diversas
subunidades .

A regido que circunda os ions se mostra bastante eletronegativa, dando indicios
sobre o sitio de ligacdo das proteinas de matriz extracelular e consequentemente, essa
regido foi escolhida para o docking semi-rigido.

Apoés a selecdo dos melhores resultados provenientes do docking, ficou clara a
importancia do motivo MIDAS, pois praticamente todos os ligantes que apresentam um
residuo acidico, representado pelo aminoacido ASP nas sequéncias LDV, RGD e IDS,
se posicionaram de maneira equidistante, com os oxigénios OD1 e OD2 voltados para
0 Mg® coordenado por esse motivo, enquanto a outra extremidade desses ligantes se
ligava a subunidade o em diferentes aminoacidos. Fisiologicamente, o posicionamento
dessas sequéncias como uma ponte, pode impedir o encaixe de outras proteinas nesse
mesmo sitio. As sequéncias CQIDSPC e LDV, derivadas das proteinas de matriz
extracelular, podem entdo ser usadas como inibidores de processos fisiopatolégicos
gue envolvam a participacdo do VLA-4. O grupamento quimico mostrou-se eficaz nos
ensaios de IC50 previamente feitos por outros grupos, aumentando a inibicdo em
diferentes sistemas experimentais e, conforme nosso estudo, esses resultados séo
confirmados.

Com os experimentos de docking conduzidos, pudemos propor diversos modos
de ligacéo para as sequéncias peptidicas e para o PUPA-LDV, indicando os possiveis
contatos entre esses ligantes e o VLA-4. Alguns dos aminoacidos envolvidos nesses

contatos, como a Phel95 e Lys190 podem ser alvos em potencial de futuros inibidores.
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A interacdo do tipo “T stacking” presente entre a Phel95 e o anel 2-metilfenil parece
conferir uma maior estabilidade na interacdo dos ligantes com a subunidadel] a.
Quando associada a ponte de hidrogénio formada entre o oxigénio da carbonila e a
Lys190, essa estabilidade é aumentada, sendo essa uma interacdo igualmente
importante. O tamanho da area delimitada para a constru¢do da matriz se mostrou
adequado ao sistema, abrangendo a maior parte dos residuos participantes do sitio
ativo.

As simulacfes de dindmica molecular para o célculo da energia livre de Gibbs
podem ser conduzidas por um tempo maior, de modo a facilitar a observacdo de
trechos maiores, mais estaveis energeticamente. Nesses trechos, a diferenca 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 atribuido a presenca do
residuo ASP, ligado diretamente ao ion coordenado pelo motivo MIDAS. Quando esse
grupamento € removido, ou entdo substituido por outro grupamento, sua energia de
interacdo diminui drasticamente. Simulacdes posteriores podem esclarecer o papel do
residuo acido ou entdo auxiliar no aprimoramento de ligantes que possuam algum
grupamento quimico que venha a mimetizar esse comportamento fisico. Os resultados
observados apés a adicdo do CAP N-terminal contendo o grupamento PUPA a
sequéncia IDS presente no VCAM-1 mostraram que esse tri peptideo € candidato a
utilizacdo no blogueio do VLA-4, o que poderia se confirmar apds seu teste bioldgico.
Os valores de energia de interacéo obtidos sédo bastante préximos ao do PUPA-LDV, ja

utilizado com essa mesma finalidade.

112



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 residuo acido do ligante PUPA-
LDV.

- Analisar in silico ligantes de outras familias (derivados de N-(3-Fenilsulfonil-3-
piperidinoil)-fenilalanina; N-Acil-L-fenilalanina; compostos derivados de carboxilato)
usando o modelo construido.

- Analisar o comportamento dos ligantes testados e sua seletividade frente a integrina
a4p7.

- Realizar simulac¢des de dinamica molecular mais longas do comportamento dinamico
do complexo integrina-ligante.

- Confirmar a eficacia do composto PUPA-IDS em ensaios de ligagéo e inibi¢ao in vitro.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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