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Resumo da Dissertacao apresentada ao LNCC/MCT como parte dos requisitos

necessarios para a obtengao do grau de Mestre em Ciéncias (M.Sc.)

ESTUDO POR MODELAGEM E DINAMICA MOLECULAR DA
INTERACAO DA INTEGRINA ALPHA6BETA1 COM O DOMINIO
TIPO-DISINTEGRINA DE ADAM2 E ADAM9 HUMANAS.

Monika Aparecida Coronado

Margo , 2008

Orientador: Jorge Hernandez Fernandez, Ph.D

A integracao entre o citoesqueleto celular e a matriz extracelular mediada
pelas integrinas gera a producao de forga mecéanica sobre a membrana plasmatica.
Isto permite as células gerar tracao durante sua migracao e tensao durante o remod-
elamento da MEC. Vérias proteinas com diferentes funcoes ja foram identificadas
como ligantes das subunidades « e § das integrinas. O estudo de proteinas capazes
de se ligar e interferir na sinalizacao via integrina, como as tipo-disintegrina e rico
em cisteinas presentes nos venenos de serpente e proteinas conhecidas como ADAM
(A Disintegrin And Metaloprotease), torna-se cada vez mais importante. Assim, o
isolamento, a caracterizagao e a determinacao da estrutura de varias disintegrinas
oferecem valiosas ferramentas para o desenvolvimento de novos compostos terapéu-
ticos para um vasto nimero de doencas, sendo excelentes candidatos-prototipo para
o desenvolvimento de novos farmacos que interfiram nas fungoes celulares modu-
ladas por proteinas de adesao.

Entretanto, as formas como a integrina e a ADAM interagem ainda nao foram
bem esclarecidas. Neste contexto, este trabalho visa analisar em escala molecular
a estrutura da integrina alphabbetal e do dominio tipo-disintegrina das ADAMs
2 e 9 humanas, e a forma como estas proteinas interagem, aplicando metodolo-

gias de biologia computacional estrutural como modelagem e dinamica molecular.
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Com o objetivo de estudar a interacao destas proteinas, modelos estruturais foram
construidos por homologia a partir das estruturas 3D de proteinas obtidas por
cristalografia de raio-X, e realizaram-se simulagoes de dinamica molecular com
solvente explicito para as proteinas isoladas e em complexo.

Através do estudo estrutural e funcional pelo método “in silico” da inte-
grina alpha6betal e ADAMs 2 e 9 humanas, e das andlises dos resultados das
simulacgoes e da flutuacao dos residuos de contato entre as duas proteinas du-
rante a dinamica molecular, foram desenhados e caracterizados novos candidatos
peptidicos para inibicao da integrina alphatGbetal. Nas simulacoes da movimen-
tagao angular do dominio #-A/Hybrid, visando a possivel “ativa¢ao” da integrina
alphatbetal através da interagao com o dominio tipo-disintegrina de ADAMO e lig-
antes peptidicos, obtivemos resultados positivos para os peptideos A9b e A9e. Este
estudo aponta para o desenvolvimento de inibidores protéicos viaveis da integrina
alpha6betal com base nestas estruturas. Nossos resultados ainda comprovam pelas
metodologias “in silico” a eficacia dos modelos construidos, conseguindo reproduzir

o comportamento das proteinas em estudo.



Abstract of Dissertation presented to LNCC/MCT as a partial fulfillment of the

requirements for the degree of Master of Sciences (M.Sc.)

MOLECULAR MODELING AND DYNAMICS OF HUMAN
ALPHA6BETA1 INTEGRIN AND DISINTEGRIN-LIKE DOMAINS
OF ADAM 2 AND ADAM 9.

Monika Aparecida Coronado

March, 2008

Advisor: Jorge Hernandez Fernandez, Ph.D

The production of mechanical force on plasma membrane is mediated by
integrins, connecting ECM components and cell cytoskeleton. This allows cells
to generate traction during migration and tension during ECM remodeling. Inte-
grins are membrane-spaning adhesion receptors that mediate dynamic linkages
between intracellular actin cytoskeleton and the extracelullar adhesive matrix,
outside-in/inside-out signaling, migration and detachment. Several proteins with
different functions have already been identified as integrin ligands, and some im-
portant candidates as disintegrin-like and cystein-rich domains present in the snake
venon metalloproteinases and ADAM (A Disintegrin and Metaloprotease) become
important as they interfere in cell signaling pathways mediated by these transmem-
brane receptors. Thus, the isolation, characterization and structure determination
of disintegrin-like domains offer valuable tools for the development of new thera-
peutic compounds for a wide range of diseases. These compounds may provide new
treatments for diseases such as cancer and inflammation pathologies. However, the
mechanisms of ADAM-Integrin interaction have not been well clarified, yet. In this
perspective, this study aims to analyze the molecular structure of the alfa6betal
integrin and the disintegrin-like domain of human ADAM2 and ADAMY9. Com-

putational biology methods such as homology modeling and molecular dynamics
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were used in order to study the dynamics of the interaction of these proteins.
Using “in silico” experimentation, detailed models of human alfa6betal and
human ADAM 2 and 9 were obtained. Based on these models, the molecular
basis of alfabbetal-ADAMdsld interactions was assessed, and the most impor-
tant structural components in ligand recognition/discrimination were identified.
Using the collected structural information, we designed different small peptide-
based inhibitors, based on the structure of the interaction loop of human ADAM 9
disintegrin-like domain. Here proposed A9a inhibitor was tested “in vitro”, showing
satisfactory results in blocking cell adhesion on specific substrates by alfabbetal-
laminin affinity inhibition in nanomolar concentrations. Our results also show the
efficacy of the constructed models, the power of computational biology tools in
new drug-design technologies, and clearly suggest that here presented alfaGbetal
inhibitors are good candidates for further development of new therapeutic agents

against inflammation pathologies.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS BIOLOGICOS

Uma das razoes pelas quais a multicelularidade evoluiu tao lentamente pode
estar relacionada com a dificuldade em desenvolver os mecanismos de comunicagao
elaborados de que o organismo pluricelular necessita. Para poder administrar seu
préprio comportamento em beneficio do organismo como um todo, suas células
devem ser capazes de se comunicar entre si de forma complexa.

As células de um animal pluricelular, durante o desenvolvimento, respondem
a um conjunto especifico de sinais extracelulares produzidos por outras células.
Esses sinais atuam em varias combinagoes para regular o comportamento celular.
A maioria dos sinais medeia uma forma de sinalizacao na qual sao secretados
intermediarios locais que sao removidos rapidamente, destruidos ou imobilizados de
forma que agem somente nas células vizinhas. Outros sinais permanecem ligados
a superficie externa da célula sinalizadora e medeiam sinalizacao dependente de
contato. O controle centralizado é exercido pela sinalizacao enddécrina, na qual
os hormonios produzidos pelas células enddécrinas sao transportados pelo sangue
para as células-alvo por todo o corpo e, pela sinalizacao sindptica, na qual os
neurotransmissores, secretados pelas células nervosas, atuam localmente nas células
pos-sinapticas.

Independentemente da natureza do sinal, a célula-alvo é ativada por meio

de uma proteina especifica chamada receptor, a qual a molécula sinalizadora se



liga de forma especifica, iniciando uma resposta na célula-alvo. Na maioria dos
casos, essas moléculas sao proteinas transmembranicas na superficie da célula-
alvo. Ao se ligarem a uma molécula sinalizadora extracelular (um ligante), esses
receptores sao ativados e geram uma cascata de sinais intracelulares, que alteram
o comportamento da célula. Em outros casos, os receptores sao intracelulares
e a molécula sinalizadora tem que penetrar na célula-alvo para ativa-los: isso
requer que ela seja suficientemente pequena e hidrofébica para que possa se difundir
através da membrana plasmatica (Alberts et al., 2002).

A sinalizagao celular requer, além das moléculas sinalizadoras extracelulares,
um conjunto complementar de proteinas receptoras em cada célula que permita a
ela responder de uma forma caracteristica, as moléculas sinalizadoras. Algumas
moléculas sinalizadoras pequenas e hidrofébicas, como os hormonios esterdides e
tiredides, difundem-se através da membrana plasmaéatica da célula-alvo e ativam
receptores intracelulares que regulam diretamente a transcricao de genes especi-
ficos. A maioria das moléculas sinalizadoras extracelulares é hidrofilica e ativa
os receptores somente na superficie da célula-alvo; esses receptores atuam como
transdutores de sinal, convertendo os eventos de ligagao extracelular em sinais
intracelulares que modificam o comportamento da célula-alvo.

As células-alvo podem usar uma variedade de mecanismos intracelulares para
responder abruptamente a aumentos graduais na concentracao de um sinal ex-
tracelular ou para converter um sinal de curta duracao em uma resposta de longa
duracao. Além disso, eles de modo geral podem, por meio de adaptacao, ajustar
reversivelmente sua sensibilidade a um sinal para permitir a resposta da célula
a alteracoes na concentracao de uma determinada molécula sinal em uma larga

escala de concentragoes (Alberts et al., 2002).

1.1.1 Integrinas

As células do corpo de qualquer organismo pluricelular mantém-se unidas en-

tre si e com o material adjacente, ou seja, com a matriz extracelular (MEC). Esta



adesao mantém os tecidos unidos e, portanto, é essencial a sobrevivéncia. A lig-
acao da matriz celular a célula requer proteinas de adesao celular transmembrana,
que atuam como receptores da matriz e conectam a matriz ao citoesqueleto celular
(Alberts et al., 2002). Além disso, a ancoragem ao substrato, para células que
crescem aderidas, é de fundamental importancia para sua sobrevivéncia e prolifer-
acao. Se tal ancoragem é prejudicada ou perdida, as células entram em processo
de morte celular programada, ou apoptose. As células provenientes de tumores
sao capazes de burlar este mecanismo apoptético e dessa forma podem disseminar
o foco tumoral para outras partes do corpo, efeito caracteristico de formacao de
metdstase (Alberts et al., 2002).

As interacoes entre células ou entre células e a MEC sao fatores chave em pro-
cessos de adesao, migracao, proliferacao e sobrevivéncia celular. Tais interagoes sao
mediadas por moléculas especificas, localizadas nas membranas celulares. Vérias
classes de moléculas de adesao da superficie celular ja foram identificadas e carac-
terizadas. Dentre os principais representantes destas classes de moléculas estao as
integrinas (Hynes, 1992a), as caderinas (Petruzzelli et al., 1999), os membros da
super familia das imunoglobulinas, as selectinas (Plow et al., 2000), as proteogli-
canas da superficie celular (Humphries et al., 2003) e as ADAMs (A Disintegrin
and Metaloprotease)(Albelda et al., 1990).

Os principais receptores de células animais para a ligagao da maioria das pro-
teinas de matriz extracelular, incluindo os coladgenos, a fibronectina e as lamininas,
sao as integrinas. As integrinas, como outras moléculas de adesao celular, diferem
dos receptores de superficie celular para hormonios e para outras moléculas sinal-
izadoras soliveis extracelulares, pois elas normalmente interagem com seus ligantes
com baixa afinidade. Essas proteinas estao, de modo geral, presentes em concen-
tragoes 10 a 100 vezes mais elevadas na superficie celular (Alberts et al., 2002),for-
mando uma classe de moléculas de adesao (Hynes, 1992a; Petruzzelli et al., 1999).
Estas interagoes sao cruciais para diversos processos bioldgicos, tais como diferen-

ciagao, migracao e proliferacao celular, desenvolvimento embrionério, transducao



de sinais, respostas imunolégicas, manutencao da estrutura celular, cicatrizacao de
ferimentos e metdstase tumoral (Muramatsu et al., 2004; Baker e Hagg, 2007).

Dentre as proteinas expressas em metazoarios, as integrinas sao as mais abun-
dantes e constituem uma das familias mais estudadas e bem descritas. Desde sua
descoberta, 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 multipla, asma,
trombose e alguns processos inflamatérios (Buckley e Simmons, 1997).

O termo integrina foi inicialmente proposto para enfatizar a funcao destes
receptores na integracao do citoesqueleto celular com a MEC (Hynes et al., 2002).
Estruturalmente, as integrinas sao proteinas transmembrana heterodiméricas, for-
madas por uma subunidade « (120 a 180 kDa) e uma subunidade # (90 a 110
kDa) ligadas nao covalentemente entre si (Fig.1.1). As subunidades « possuem
em seus dominios citoplasmaéticos seqiiéncias altamente conservadas (GFFKR), o
que poderia estar relacionado a mecanismos de transducao de sinais ou a interacao
de suas subunidades o e f (Wagner e Wyss, 1994). A associagao dos diferentes
tipos de subunidades a e 3 pode formar proteinas com diferentes especificidades de
ligacao e, conseqiientemente, com diferentes atividades bioldgicas (Fig.1.2) (Plow
et al., 2000; Baker e Hagg, 2007).

A interacao das integrinas com seus ligantes depende de cations divalentes
extracelulares (Ca?t ou Mg?"), refletindo a presenga de dominios de ligagao a
cations divalentes nas porcoes extracelulares das subunidades « e 3. Os tipos de
cations divalentes podem influenciar a afinidade e a especificidade da ligacao de
uma integrina a seus ligantes (Hynes et al., 2002; Alberts et al., 2002).

Originalmente foram descritas trés subunidades 5 (51, 52 e (33), porém, at-
ualmente este nimero expandiu-se para oito, enquanto que o nimero de subunidade
« chega a dezoito. Até o momento, encontram-se vinte e cinco combinacoes de-
scritas (Tabela 1.1 e Fig.1.2) (Hynes, 1992a; Humphries et al., 2003; Arnaout, 2002;

Baker e Hagg, 2007).



Figura 1.1: Diagrama da Porgao Extracelular da Estrutura da Integrina Alfavbetad.
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(Extraida de XIONG et al., 2003)

A grande maioria das integrinas, mas nao a sua totalidade, reconhece seqiién-
cias Arg-Gly-Asp (RGD) presentes em alguns componentes da matriz, tais como
a fibronectina, a vitronectina e o fibrinogénio (Yamada et al., 1991). Algumas in-
tegrinas reconhecem seletivamente uma unica proteina da MEC, enquanto outras
podem se ligar a dois ou mais ligantes. Da mesma forma, as proteinas da MEC
podem se ligar a vérias integrinas (Albelda et al., 1990; Hynes et al., 2002). A
grande maioria das interacoes mediadas por integrinas sao heterotipicas, como por
exemplo, a ligacao da integrina abf31 a fibronectina. Entretanto, podem ocorrer
também interacoes heterofilicas entre integrinas, como a ligacao entre as integrinas
a2(1 e o331 (Symington et al., 1993) e interagoes homofilicas onde a integrina

a3(1 faz ligagdes entre si para mediar a adesdo intercelular (Sriramarao et al.,



1993).

Baseado na sua subunidade (3, as integrinas foram classificadas em varios
subgrupos (Tabela 1.1). De acordo com esta organizagao, os subgrupos apresentam
certas caracteristicas fisiolégicas semelhantes. As integrinas (2, por exemplo, sao
expressas exclusivamente nos leucécitos e medeiam o recrutamento dos mesmos
aos sitios de inflamagao (Springer, 1990, 1997). As integrinas (51, por sua vez,
contribuem para a organizacao dos tecidos através da ligacao de moléculas da
MEC com a membrana basal do tecido muscular, epitelial, nervoso e endotelial
(Hynes, 1992a; Hynes et al., 2002), através de sua ligacdo a macromoléculas do
tecido conectivo, tais como a fibronectina, o coldgeno e a laminina (Green et al.,
1998). As Integrinas (33 estdo envolvidas na adesdo de ligantes “vasculares” tais
como a fibronectina, o fibrinogénio, a vitronectina, a trombospondina e o fator de
von Willebrand (Green et al., 1998; Coppolino e Dedhar, 2000).

A integrina melhor estudada é a allb33, presente na estrutura das plaquetas.
Esta integrina reconhece a seqiiéncia RGD presente no fibrinogénio e medeia a agre-
gagao plaquetéria (Wagner e Wyss, 1994; Humphries et al., 2003; Jirouskova et al.,
2007). A integrina av(33 é expressa principalmente nas células endoteliais e pos-
sui uma importante fungao na angiogénese normal e tumoral. A integrina 551
esta amplamente distribuida em uma variedade de células e possui uma fungao
critica na adesao celular a MEC, bem como na formacao de tecidos e érgaos du-
rante o desenvolvimento embriondrio (Hynes, 1999). Os principais ligantes das
integrinas pertencem a duas categorias (Hynes, 1992a): moléculas de superficie
celular, tais como moléculas de adesao intracelular, ICAMs (Intracellular cell ad-
hesion molecule) ou moléculas de ades@o celular das mucosas, MAACAMs (Mucosal
addressin cell adhesion molecule) (Petruzzelli et al., 1999) e uma variedade de pro-
teinas presentes na MEC, tais como a fibronectina, a vitronectina, o fibrinogénio,
o componente iC3b do sistema complemento, entre outros (Tabela 1.1) (Springer,

1990; Sawai et al., 2006).



Tabela 1.1: Ligantes de Integrina

SUBUNIDADE

LIGANTES

061

—_

CO - laminina

CO - laminina

CO - laminina, fibronectina, trombospondina

Fibronectina, VCAM-1

Fibronectina

Laminina

Laminina

OP, vitronectina, fibronectina,tenascina

O 0O =W N

Tenascina, osteopontina, VCAM-1

p—
o

CO

—
-

CO

OP, vitronectina, fibronectina

72

ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3

IC3b, fibrinogénio, fator X, ICAM-1

IC3b, fibrinogénio

O "l

VCAM-1 , ICAMs

383

1Ib

Fibrinogénio, fibronectin, vWF, vitronectina, trombospondina, CO

Fibronectina, fibrinogénio, vWF, trombospondina, vitronectina, CO, OP

04

Laminina

B35

Fibronectina, vitronectina

06

Fibronectina, tenascina

87

Fibronectina, VCAM, MadCAM

Caderina E

B8

SAENEIRIEN

Fibronectina, VCAM-1, laminina, CO

vWF=Fator von Willebrand, VCAMs= Vascular cell adhesion molecule, ICAMs=Intracellular
cell adhesion molecule, CO=Coldgenos, OP=0steopontina. Baseada em Petruzzelli et al. (1999).



Figura 1.2: Esquema das Associacoes entre as Subunidades Alfa e Beta.
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Esquema de diferentes associagoes entre as subunidades alfa e beta. 17 cadeias alfa e 8 cadeias
beta tem sido identificadas, a associagdo entre as cadeias apresenta 25 diferentes integrinas.

1.1.2 Aspectos Estruturais das Integrinas

A partir da estrutura cristalizada da integrina alfavbetad foram descritas
regioes importantes de adesao ao ligante que estao localizadas nas porgoes N-

terminal das subunidades alfa e beta (Xiong et al., 2002).

Os dominios [-propeller (cadeia alfa) e $-A (cadeia beta) das integrinas



unem-se formando uma estrutura globular, a “cabec¢a” da integrina.

O motivo MIDAS (Metal lon-Dependent Adhesion Site), descrito na liter-
atura como sendo o sitio de adesao ao ligante dependente de ion metal localizado
no dominio #-A da cadeia beta, é o ion que diretamente coordena a cadeia lateral
de um dos residuos acidos em todos os ligantes de integrinas. Contiguo ao sitio
MIDAS, localizam-se mais dois sitios de ligagao metal divalentes, o ADMIDAS -
(Adjacent MIDAS) e o LIMBS - (Ligand-Induced Metal Binding Site) (Plow et al.,
2000; Choi et al., 2003; Chen et al., 2003; Craig et al., 2004).

Segundo Liddington e Bankston (2000), é sugerido que o estado de baixa
afinidade de adesao da integrina é mais estavel na auséncia do ligante, sendo o
mesmo caracterizado pela ligacao das regioes de contato dos dominios citoplas-
méticos e/ou extracelulares das cadeias alfa e beta, adotando assim, a integrina a
conformacao “T” ou fechada. Ja na conformacao “R” ou aberta, a ligacao entre as
subunidades alfa e beta é quebrada para propiciar o estado de alta afinidade de

adesao de integrina (Fig.1.1).

1.1.3 Integrinas e Sinalizacao Celular

A integracao, pelas integrinas, entre o citoesqueleto celular e a MEC gera
a producao de forca mecanica sobre a membrana plasmaética. Isto permite as
células gerar tracao durante sua migragao, e tensao durante o remodelamento da
MEC (Choquet et al., 1997). A cauda citoplasmatica das integrinas é geralmente
curta e nao apresenta caracteristicas enzimaticas. Ainda assim, as integrinas sao
capazes de transduzir sinais, sobretudo devido a presenca de proteinas acessorias
adaptadoras que as conectam ao citoesqueleto, as quinases citoplasmaticas e aos
receptores transmembrana de fatores de crescimento (Liu et al., 2000).

Vérias proteinas com diferentes funcoes ja foram identificadas como ligantes
do dominio citoplasmatico das subunidades « e 3 das integrinas, sendo que as prin-
cipais ja identificadas estao sumarizadas na tabela 1.2. Estas moléculas acessorias

podem ser ativadas sob a agao de estimulos especificos, os quais podem variar de



acordo com o tipo celular e com o préprio estimulo recebido pela célula (Coppolino
e Dedhar, 2000; Liu et al., 2000).

Quando as integrinas se ligam as proteinas da MEC, as mesmas se agrupam
na base da membrana celular (clustering de integrinas) (Fig.1.3) e se associam
a um complexo sinalizador que promove a organizacao dos filamentos de actina
em fibras maiores. Esta organizacao por sua vez promove um maior agrupamento
de integrinas, reforcando assim sua ligacao a MEC, em um sistema de feedback
positivo. Como resultado, as proteinas da MEC, as integrinas e as proteinas do
citoesqueleto se organizam em agregados em cada lado da membrana, que sao
denominados adesoes focais (Burridge e Chrzanowska-Wodnicka, 1996).

Os locais de adesao focal sao aqueles onde as moléculas da matriz extracelu-
lar, tais como a laminina ou a fibronectina, interagem com os receptores de matriz
da superficie celular, denominados integrinas, as quais estao ligadas a actina do
citoesqueleto. A ligagao das moléculas da MEC nas integrinas leva a ativacao lo-
cal das proteino-quinases, incluindo a FAK (Focal adhesion kinase), que, por sua
vez, leva a ativacao da via de sinalizacao intracelular que pode promover a sobre-
vivéncia, o crescimento e a divisao celular (Alberts et al., 2002). As adesoes focais
sdao, portanto, sitios formados por complexos de varias moléculas extremamente
dinamicas que promovem a ligacao entre as integrinas e o citoesqueleto intracelu-
lar (Humphries et al., 2003; Howe et al., 1998; Schwartz e Baron, 1999).

As moléculas presentes nas adesoes focais podem apresentar tanto fungoes
estruturais quanto funcoes sinalizadoras. Exemplos de proteinas localizadas nestes
sitios sao: a-actina, vinculina, talina, tensina, paxilina, proteinas quinase, quinase
de adesao focal (FAK) e proteina quinase C (PC - Protein kinase C) (Alberts et al.,
2002).
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Tabela 1.2: Ligantes do Dominio Citoplasmatico

LIGANTE PROTEICO

SUBUNIDADE DA INTEGRINA

Proteinas que se ligam a actina

Talina 061,32, 33
Filamina 061,32, 33, 57
-actina 61, 52
F-actina 2
Miosina 83
Skelemina 61, 32
Proteinas sinalizadoras
ILK 61, 63
FAK 061,32, 83
Citoesina-1 32
Citoesina-3 52
Outras Proteinas
Paxilina 061, 33, 54
Grb2 63
Shc 63
(3 — endoxina 63
TAP-20 56
CIB ITb
Calreticulina
Calveolina
Rackl 061, 32, 56
WAIT-1 87
JAB1 62
Melusina 61
MIBP 61
ICAP-1 61
CD98 61, 63
DRAL/FHL2 16}

ILK=Integrin linked kinase, FAK=Focal adhesion kinase, WAIT=WD Protein associated with
integrin tails, JAB=Jun-activation-domain-binding protein, MIBDP=Muscle-specific 1-integrin-
binding protein, ICAP=Integrin cytoplasmic associated protein, RACK = Receptor for activated
protein kinase-C. Baseada em Liu et al. (2000).
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Devido a sua rica composicao, as adesoes focais sao consideradas por alguns
autores como organelas de transducao de sinais (Lo e Chen, 1994).

Nos sitios de adesao focal, a conexao entre citoesqueleto e as integrinas pro-
move a ativacao destas tltimas, que apresentam mudancas em sua conformacao e
um aumento em sua especificidade de ligacao. Esta habilidade das integrinas em
controlar sua afinidade por ligantes é crucial para a adesao celular (Hynes, 1992b;
Coppolino e Dedhar, 2000). Depois de ativada, as integrinas podem apresentar
um vasto repertério de mecanismos de transducao de sinais, tais como ativacao de
GTPases que levam a mudancas na organizagao do citoesqueleto, ativacao de vias
de sinalizacdo da MAPK (Mitogen activated proteins kinase) e ativagao de uma
variedade de proteinas quinase. A ativacao das integrinas pode ainda resultar na
liberacao de lipideos como mensageiros secundarios e alterar os niveis intracelulares
de célcio e os valores de pH (Laflamme e Auer, 1996).

Um evento inicial durante a sinalizagao via integrina é a fosforilacao da FAK
(Focal adhesion kinase) (Laflamme e Auer, 1996), um processo ainda nao com-
pletamente elucidado. A FAK, como o préprio nome diz, é uma tirosina quinase
localizada exclusivamente nos sitios de adesao focal e é ativada apds a adesao me-
diada por integrinas. A FAK pode ser recrutada para os sitios de adesao focal
por que é capaz de interagir diretamente ou através de proteinas do citoesqueleto
como talina e paxilina, com a cauda citoplasmaética das subunidades 3 das inte-
grinas (Chen et al., 1995; Lewis e Schwartz, 1995). Apos sua ativacao, a FAK
auto-fosforila um residuo de tirosina em sua estrutura, criando um novo sitio de
ligacao para outras proteinas, que por sua vez fosforilam ainda outras proteinas
presentes nas adesoes focais. A FAK também se combina e muitas vezes ativam
a PI-3K (Phosphatidylinositol 3-kinase). Todas estas interagoes ligam a FAK a
vias de sinalizacao que modificam o citoesqueleto e ativam as cascatas da MAPK
(Alberts et al., 2002).

A MAPK compoe uma familia de proteinas quinase que fosforilam residuos

especificos de serina e treonina nas proteinas alvo (substrato) e assim regulam ativi-
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dades de expressao génica, mitose, migracao, proliferacao e morte celular. Sua
localizacao em pontos de convergéncia de multiplas vias de sinalizacao permite
que estas proteinas participem na regulagao de tais processos celulares (Miyamoto
et al., 1996; Lin et al., 1997; Johnson e Lapadat, 2002). Os substratos destas enzi-
mas incluem desde outras proteinas quinase até fosfolipases, fatores de transcricao
e proteinas do citoesqueleto. Assim como seus substratos, as MAPKs também sao
reguladas por fosforilacao e, proteinas fosfatases sao capazes de reverter tais fos-
forilagoes, tanto de sua propria estrutura, quanto da estrutura de seus substratos.
Existem trés subfamilias da MAPKs caracterizadas em organismos: (1) subfamilia
das ERKs (FEztracellular regulated kinase) (ERK1 e 2), (2) subfamilia das JNKs
(jun N-terminal kinases) (JNK1, 2 e 3) e (3) subfamilia das p38 quinases (,3, v e
9) (Johnson e Lapadat, 2002). Deste modo, a ativagdo da FAK mediada por inte-
grinas e a conseqiiente ativacao das vias da MAPK, produzem sinais fundamentais
para a progressao do ciclo celular, proliferacao celular, migracao ou morte (Byzova
et al., 2000).

As integrinas, contudo, nao produzem somente sinais individuais, mas tam-
bém sao necessdrias para a ativagao de receptores de fatores de crescimento, tais
como os receptores para insulina, PDGF (Platelet-derived growth factor), EGF
(Epidermal growth factor) e VEGF (Vascular endothelial growth factor) (Byzova
et al., 2000).

A formacao do clustering de integrina e suas associagoes com o citoesqueleto
celular parecem dar origem a complexos formados por integrinas e receptores de
fatores de crescimento (Miyamoto et al., 1996), que se agregam tornando-se parcial-
mente ativos (Moro et al., 1998). Em contrapartida, fatores de crescimento como
o VEGPF, sao capazes de ativar integrinas aumentando a capacidade de ligacao das
células e seus ligantes, bem como a migragao celular (Byzova et al., 2000).

Torna-se evidente que as integrinas nao representam apenas um grupo de
moléculas estruturais da superficie celular, mas, sao além disso, proteinas capazes

de transmitir sinais, em ambas as diregoes através da membrana celular. Essas
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proteinas podem disparar cascatas de sinalizacao que sao vitais para o desenvolvi-
mento normal de processos como morfogénese tecidual, cicatrizacao de feridas e
em processos patolégicos como invasao de células tumorais e nas metastases.

Os sinais gerados pelas interacoes de ligacao entre as integrinas e os ligantes
sao transferidos através da membrana plasmatica em uma variedade de vias de
sinalizagao em um processo conhecido como sinalizagao “outside-in” . Por sua vez,
reguladores intracelulares via fosforilagao reversa das subunidades citoplasmaticas,
alteram a afinidade da integrina pelo ligante em um processo chamado sinaliza-
cao “inside-out” . As integrinas exercem um papel adicional, além de serem sim-
ples receptores da superficie celular, uma vez que, por intermédio do seu dominio
citoplasmatico, as mesmas ligam a MEC ao citoesqueleto. A interacao da integ-
rina com os componentes da superficie celular proporciona complexos mecanismos
moleculares conhecidos como transmissao de sinais bioquimicos, os quais ocorrem
num sentido bidirecional, como citado acima. A sinalizacao inside-out e outside-in
modula a conformagao estrutural e a funcao das integrinas e conseqiientemente, o
comportamento bioldgico celular (Wiesner et al., 2005).

O estudo de proteinas capazes de se ligar e interferir na sinalizagao via in-
tegrina, como as disintegrinas presentes nos venenos de serpente e proteinas con-
hecidas como ADAM (A Disintegrin And Metaloprotease), torna-se cada vez mais
importante. Muitas destas proteinas possuem caracteristicas tinicas que as tor-
nam moléculas chave para a compreensao de fenomenos biolégicos mediados por
integrinas.

Assim, o isolamento, a caracterizacao e a determinacao da estrutura de varias
disintegrinas oferecem valiosas ferramentas para o desenvolvimento de novos com-
postos terapéuticos para um vasto nimero de doencas, sendo excelentes candidatos-
prototipo para o desenvolvimento de novos farmacos que interfiram nas funcgoes

celulares moduladas por proteinas de adesao.
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Figura 1.3: Clustering de Integrinas.
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Ativagdo de integrinas. Integrinas induzidas a formagéo de clustering para sua fosforilacdo. A
ligagao das moléculas da matriz nas integrinas leva a ativagao da via de sinalizagao intracelular.

Figura 1.4: Eventos de Sinalizagao.
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Principais eventos de sinalizagao apoés a interacao de integrinas a seus ligantes na matriz ex-
tracelular. Extraido de http : //cqap.nci.nih.gov/Pathways/BioCartapathways.

1.1.4 Sinalizacao outside-in

A ligacao do ligante & integrina leva a reuniao (clustering) desses receptores e

a formagao de sitios especializados de adesao denominados adesoes focais (FAs) (Lo
15



e Chen, 1994). As FAs asseguram a adesdo ao substrato, bem como a localizac¢ao
direcionada do citoesqueleto e dos componentes de sinalizacao, sendo consideradas
organelas de transdugao de sinais dependente de adesao (Lo e Chen, 1994; Alberts
et al., 2002; Takizawa et al., 2006; Partridge e Marcantonio, 2006).

A FAK (focal adhesion kinase) possui papel chave na sinalizacao mediada
por integrinas (Schaller e Parsons, 1994). A ativagao da FAK e sua fosforilacao
dependem da ligacao da integrina a seus ligantes (Guan et al., 1991; Kornberg
et al., 1992; Schwartz et al., 1995). Quando as integrinas agregam nos locais
de contato célula-matriz, a FAK é recrutada das adesoes focais por proteinas de
ancoramento intracelular, tais como a talina e a pazilina (Fig. 1.4). A talina se
liga a subunidade [ da integrina, e a paxilina, se liga a subunidade « da integrina.
As moléculas FAK agregadas fazem a fosforilagao cruzada umas das outras (reagao
de catdlise) em tirosinas especificas, criando um sitio de intera¢ao para os membros
da familia Src de tirosinas-quinase citoplasmaticas. Estas quinases fosforilam as
FAK em tirosinas adicionais, criando sitios de interacao para inimeras proteinas
sinalizadoras intracelulares. Elas também fosforilam outras proteinas nas adesoes

focais. Dessa forma, o sinal é passado adiante na célula (Alberts et al., 2002).

1.1.5 Sinalizacao inside-out

E de vital importancia que as integrinas controlem seu estado de ativacao de
forma que elas se liguem a um ligante de maneira regulada. Para isso, a conversao
deve ser controlada nas faces extra e intracelular. Embora a reunido (clustering) de
receptores de baixa afinidade reforce a avidez da ligacao dos ligantes e a formacao de
complexos de adesao, muitas evidencias sugerem que a aquisicao de habilidade para
a ligacao ao ligante e a ativagao da integrina envolvem mudancas conformacionais
(Humphries, 2000; Hogg et al., 2002; Humphries et al., 2003).

Os dominios citoplasmaticos das integrinas possuem geralmente menos de 50
aminoacidos, sendo que as seqiiéncias da subunidade ( exibem maior homologia

entre si do que as subunidades «. Assim, sugere-se que a subunidade (3 seja o
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principal sitio para a ligacao de moléculas do citoesqueleto e de sinalizagao, ao
passo que a subunidade « possui um papel regulatorio. Tal hipétese sugere que ha
interacao entre os dois dominios citoplasmaticos, o que foi confirmado através de
estudos bioquimicos e estruturais (Vinogradova et al., 2002). As regides proximas
a membrana em ambas as subunidades sao requeridas para manter as integrinas no
estado inativo, ja que ocorrem mudangas estruturais principalmente nessas regioes
(Hughes et al., 1996).

Sabe-se que a transicao das integrinas de um estado de baixa para um de
alta afinidade é acompanhada por mudanca conformacional na molécula. Anélises
estruturais mostraram que nas integrinas em estado de baixa afinidade, a regiao
N-terminal de ligagao ao ligante do dominio extracelular fica “fechada”; ou seja,
voltada para a membrana (Xiong et al., 2001, 2002).

Na ativagao da integrina, a regiao de interacao se posiciona de modo a per-
mitir a ligacdo do ligante (Takagi et al., 2002), desencadeando vérias modifica¢oes
conformacionais sutis na regiao de ligacao da integrina que criam um sitio de alta

afinidade ao ligante (Takagi et al., 2002).

1.1.6 Integrina Alfa6Betal

Integrinas alfa6 podem formar heterodimeros com subunidades de integrinas
betal e beta4d. Ambas funcionam como receptores para familia de laminina que sao
proteinas da matriz extracelular (Chung e Mercurio, 2004). Integrina alfaGbetal é
uma proteina que pode ser expressa em uma ampla variedade de células, incluindo
linfécito e célula mesenquimal podendo ser importante em processos inflamatorios.
Biologicamente é um importante ligante para fertilin § e meltrin v, demonstrando
que interagoes com meltrin v induzem a um estimulo na motilidade de fibroblasto
(Nath et al., 2000).

Muitas integrinas contribuem para a progressao de tumores. A integrina
alfa6, em particular, tém sido implicada na progressao de cancer de mama (Chung

e Mercurio, 2004). O envolvimento dessas integrinas alfa6 nessa patologia foi sug-
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Figura 1.5: Sinalizagio Outside-in e Inside-out
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Agrupamento de integrins devido a um estimulo externo com subseqiiente ativagdo de PKC e a
fosforilagdo de MAPKSs. Esta integrina ativa poderd ativar outras integrinas vizinhas inativas,
0 que constitui “integrina cross-talk” via sinalizacao inside-out. Esta sinalizacao inside-out pro-
move um feedback positivo, onde mais integrinas sdo recrutados para permitir a propagacao e
crescimento de células, um fenémeno regulado por MAPKs. Nota-se que a fosforilagao da FAK
¢ o resultado da ativacio da integrina (Extraido de Disatnik e Rando (1999)).

erido pela alta expressao em mulheres com cancer de mama. Além disso, a ex-
pressao de integrina alfaGbetal tem sido associada com a sobrevivéncia e metastase
de carcinomas de mama em humanos (Chung e Mercurio, 2004).

A laminina é um dos muitos potentes promotores do crescimento da neurite
(inflamacao do SNP) de célula neural em cultura, e a integrina alfaGbetal estd
implicada na adesao neural e crescimento da neurite por lamininas (Muramatsu
et al., 2004). Foi evidenciado através de estudo in vitro que essa integrina é receptor
para midkine (MK), fator de crescimento implicado no desenvolvimento de vérios
tecidos, especialmente tecido neural (Muramatsu et al., 2004).

A integrina alfa6betal pode ser facilmente encontrada na superficie dos odci-
tos de todos os mamiferos, sendo responsavel por mediar a adesao entre o esperma

e 0 oocito. Entretanto, como se conhece bem as integrinas sao responsaveis pela
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traducao de sinais. A uniao de um ligante espermatico na integrina alfabbetal do
o6cito pode ser o evento chave que inicia o desenvolvimento embrionério (Hynes,
1992a.b).

O endométrio humano esta formado por células de varias linhagens: células
do estroma, fibroblastos, células linféides, endoteliais e musculares lisas dos va-
sos sanguineos. O endométrio humano sofre muitas modificagoes durante o ciclo
menstrual como preparagdo para a implantacao do embrido (Tabibzadeh, 1991).
De acordo com Klentzeris et al. (1993), muitos estudos confirmam a presenga da
integrina betal no endométrio humano e demonstram que a expressao de integri-
nas é um processo dinamico relacionado com o ciclo menstrual. A interacao com
esses padroes de expressao pode estar associada com certos tipos de infertilidades
relacionadas ao sexo feminino.

Segundo Lessey et al. (1994) o padrao de expressao de integrinas na im-
plantacao do embriao consiste principalmente em uma modificagao da expressao
epitelial predominantemente estromal (tecido de sustentacao de um érgao). A ex-
pressao da integrina betal varia durante o ciclo menstrual, sendo maxima na fase
secretora. Entretanto, sua expressao no endométrio humano aumenta no momento
da implantacao. Acredita-se que a expressao de betal no endométrio humano seja

dependente do hormoénio progesterona (Shiokawa et al., 1996).

1.1.7 Disintegrinas

Na década de 80, pesquisadores de Taiwan mostraram que os venenos das
serpentes Trimeresurus gramineus (Huang et al., 1984; Ouyang e Huang, 1983) e
Agkistrodon rhodostoma (Huang et al., 1987) contém peptideos que s@o potentes
inibidores de agregacgao plaquetaria. Estudos posteriores resultaram na purificacao
e seqiiénciamento da trigramina, de Trimeresurus gramineus (Huang et al., 1987)
e echistatina, de Echis carinatus (Gan et al., 1988). Ambas as proteinas inibiram
fortemente a ligacao do fibrinogénio a plaquetas ADP-estimuladas por ligagao a

glicoproteina IIb/IIla (integrina AphallbBeta3) na superficie plaquetéria. As dis-
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integrinas sao proteinas capazes de se ligar as integrinas e interferir de intimeras
maneiras com sua funcao. O termo disintegrina foi inicialmente proposto em 1989,
para descrever um grupo de peptideos ricos em cisteina e de massa molecular en-
tre 5 e 9KDa, os quais interagem com as integrinas presentes na superficie celular
(Gould et al., 1990; Niewiarowski et al., 1994). Estas moléculas foram original-
mente descritas em veneno de serpente (SVMP-Snake Venon Metalloproteinase),
como potentes inibidores de agregacao plaquetdria (Gould et al., 1990; Mclane
et al., 2004).

As disintegrinas apresentam homologia com proteinas expressas em varios
tecidos de mamiferos, as quais possuem fungoes em muitos processos fisiologicos.
Estas proteinas sao denominadas ADAMs (A Disintegrin and Metalloprotease),
para designar a presenga, em sua estrutura, dos dominios disintegrina e metalo-
protease. As ADAMs sao uma familia de proteinas da superficie celular as quais
combinam caracteristicas de moléculas de adesao e de protease (Wolfsberg et al.,
1995).

A seqiiéncia de aminodcidos e a organizagao estrutural das SVMPs (espe-
cialmente aquelas contendo um dominio tipo-disintegrina apresentam alta simi-
laridade com as ADAMs citadas anteriormente (Blobel et al., 1992; Weskamp e
Blobel, 1994). Uma diferenga importante entre estas metaloproteases é que as
SVMPs sao proteinas secretadas, enquanto que as ADAMs sao proteinas trans-
membranas, apesar de formas soliveis de ADAMs ja terem sido descritas (Killar
et al., 1999; Loechel et al., 2000). Outra diferenga importante entre elas é que as
SVMPs sao peptidases ativas, enquanto que cerca da metade das ADAMs nao ap-
resentam atividade catalitica devido a alteracao nas suas seqiiéncias relacionadas
com a coordenagao ao zinco (Black e White, 1998).

Assim como as SVMPs, as ADAMs sao estruturalmente formadas por uma
seqiiéncia sinal, um pré-dominio, um dominio metaloprotease, um dominio disin-
tegrina e uma regiao rica em cisteina. Além desses dominios, as ADAMs tam-

bém apresentam dominios EGF-like, transmembrana e citoplasmético (Apéndice
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A-Fig.A.1)

Com base nas caracteristicas estruturais das disintegrinas, foram descritas
até o momento cinco classes diferentes destas proteinas, de acordo com o tamanho
da cadeia polipeptidica e o nimero de pontes dissulfetos em sua estrutura (Cal-
vete et al., 2005). O primeiro grupo inclui as disintegrinas pequenas formadas
por 49-51 residuos de aminoacidos e quatro pontes dissulfetos. Disintegrinas de
tamanho médio, com cerca de 70 residuos de aminoacidos e seis pontes dissulfetos,
derivadas das metaloproteases da classe PII correspondem ao segundo grupo. A
grande maioria das disintegrinas pertence a esta classe e seus membros possuem a
seqiiéncia RGD (disintegrina-RGD). No terceiro grupo estao incluidas as disinte-
grinas maiores, que sao compostas por cerca de 84 residuos de aminoacidos e sete
pontes dissulfetos. O quarto grupo das subfamilias das disintegrinas, chamadas
tipo-disintegrina, sao derivadas da classe PIII das SVMPs. Essas proteinas sao
formadas por aproximadamente 100 residuos de aminoacidos e com 16 residuos de
cisteina envolvidos na formagao de oito pontes dissulfetos (Calvete et al., 2005). As
disintegrinas diméricas (homodimeros ou heterodimeros), diferentemente dos out-
ros grupos monomeéricos, apresentam aproximadamente 67 residuos de aminoacidos
cada cadeia, com dez cisteinas envolvidas na formacao de quatro pontes dissulfetos

intracadeia e duas intercadeias (Calvete et al., 2005)(Fig. 1.6)
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Figura 1.6: Organizagao das Pontes Dissulfeto entre as Disintegrinas.
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Esquema da organizacao das pontes dissulfeto entre as diferentes subfamilias de disintegrinas.
A molécula de ADAM apresenta 16 residuos de cisteina formando 8 pontes dissulfeto (Calvete
et al., 2005).

1.1.8 Disintegrina e Metastase

O processo de invasao e metastase é uma complexa cascata de eventos ade-
sivos. As células tumorais apresentam alteracoes tanto nas adesoes célula-célula
como nas interagoes com a MEC. A adesao mediada por integrinas é crucial para
a disseminagao metastética. Este processo segue as seguintes etapas: (1) angioge-
nese; (2) disseminagao das células tumorais a partir do tumor primario; (3) inter-
acao dessas células com plaquetas; (4) adesdao das células tumorais ao endotélio
vascular e/ou membrana basal sub-endotelial; e (5) proliferagdo e supressao da
apoptose (Zachary e Rozengurt, 1992; Wu et al., 1997).

As células tumorais apresentam modificagdes na expressao de integrinas e/ou

de moléculas relacionadas. A integrina alfavbetad participa ativamente na angioge-
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nese e no crescimento do tumor, e tem sua expressao aumentada em células vas-
culares como resposta a fatores de crescimento ou a fatores angiogénicos tumorais
(Van Waes, 1995). As integrinas alfalbetal e alfa2betal, também s@o expressas em
maior quantidade sob a agao de fatores de crescimento envolvidos na angiogénese
(Senger et al., 1997). Sabe-se que tais integrinas desempenham importante papel
na invasao tumoral e na metdastase (Zutter et al., 1995).

Durante os processos de invasao e formagao de metdstase, as células tumorais
devem aderir e invadir a membrana basal penetrando no estroma intersticial. Os
componentes da superficie das células tumorais desempenham funcoes importantes
fornecendo um conjunto apropriado de receptores adesivos. Um dos eventos ade-
sivos iniciais importantes na formacao de metdstase é a adesao celular ao endotélio
vascular que se retrai e expoe a membrana basal sub-endotelial, a qual possui uma
variedade de proteinas adesivas como fibronectina, laminina, coldgeno tipo IV e
proteoglicanas (Tarin, 1985; Costa et al., 2004; Duffy et al., 2000). A capacidade
de ligacao com as integrinas presentes nas células de linhagens tumorais e a conse-
qliente inibicao da adesao destas células as proteinas presentes na membrana basal
faz com que muitas disintegrinas sejam capazes de inibir a formagao de metastases

(Costa et al., 2005; Chung e Mercurio, 2004).

1.1.9 Tipo-disintegrina

Os dominio tipo-disintegrina podem ser derivados das classes PIII e PIV
das SVMPs e nestas proteinas, a seqiiéncia RGD do dominio disintegrina é sub-
stituida por outras tais como ECD, KTS, AQD, etc (Calvete et al., 2005). O
termo tipo-disintegrina foi introduzido para diferenciar este grupo de proteinas das
disintegrinas-RGD. Os dominios tipo-disintegrina possuem dois residuos cisteina
adicionais, quando comparados com as disintegrinas-RGD e, portanto, o arranjo
de pontes dissulfetos entre estas proteinas parece ser diferente. Uma hipdtese seria
a de que uma destas cisteinas estaria envolvida em uma ligacao dissulfeto entre

a regiao amino-terminal do dominio tipo-disintegrina e a regiao carboxi-terminal
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do subdominio Ds. O segundo residuo cisteina poderia fazer parte de outra lig-
acao dissulfeto com o dominio rico em cisteina. Este arranjo formaria uma es-
trutura continua, interconectada por pontes dissulfetos entre a regiao espacadora
e os dominios tipo-disintegrina e rico em cisteina (cisteina-rich). Além disso, a
presenca do residuo de cisteina adicional na seqiiéncia ECD tornaria a topologia
do dominio tipo-disintegrina nesta area bastante diferente daquela observada nas
disintegrinas-RGD (Jia et al., 1997).

O processamento na regiao carboxi-terminal do dominio metaloprotease das
SVMPs da classe PII gera a liberacao de disintegrinas-RGD e o processamento das
SVMPs da classe PIII libera os dominios tipo-disintegrinas e rico em cisteina como
uma Unica estrutura. Ambas as disintegrinas formadas desta maneira apresentam
atividade inibitéria da agregacao plaquetaria. Além de atuar na inibicao de agre-
gacao plaquetaria, os dominio tipo-disintegrinas também sao capazes de se ligar
as integrinas presentes na superficie de varias linhagens celulares e desta forma,
inibir a adesao a seus ligantes naturais (Moura-Da-Silva et al., 2001; Fox e Serrano,
2005).

Nos venenos, os dominios tipo-disintegrinas sao geralmente encontradas na
forma nao processada, constituindo a classe de maiores toxinas hemorragicas com
massas moleculares entre 50 e 7T0kDa. Os principais exemplos destas disintegrinas
sdo a atrolisin-A (Hite et al., 1994), a jararagina (Paine et al., 1992), a alternag-
ina (Souza et al., 2000), a catrocolastatina (Zhou et al., 1995) e a bothropasina
(Assakura et al., 2003). As formas processadas perdem o dominio catalitico, apre-
sentando somente os dominios tipo-disintegrina e rico em cisteina (Fig.1.7). Exem-
plos dessas proteinas sao a alternagina-C (Souza et al., 2000), a catrocolastatina-C

(Shimokawa et al., 1997) e a jararagina-C (Usami et al., 1994)(Fig.1.7).

1.1.10 Proteinas ADAM - A Disintegrin and Metalloprotease

A adesao célula-célula e célula-matriz extracelular, bem como o remode-

lamento da matriz pela acdo de proteases, sao vitais para processos fisiologicos
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Figura 1.7: Diagrama das SVMPs.
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Esquema das diferentes classes de toxinas de serpente SVMPs (Fox e Serrano, 2005).

como morfogénese tecidual e cicatrizacao de feridas, e em processos patologicos
tais como migragao e invasao de células tumorais e metastase. Uma grande var-
iedade de proteinas de adesao e proteases é importante nestes eventos. Uma nova
classe de moléculas de adesao tem sido descrita, sendo seus membros conhecidos
como disintegrinas celulares - ADAMs (A Disintegrin and Metalloprotease) e as
ADAMTS (Jones e Grooms, 1997; Sagane et al., 1998; Schlondorff e Blobel, 1999;
Bridges et al., 2005; Yang et al., 2006).

Todas as ADAMs mostram um dominio de organizacao comum e com quatro
fungoes potenciais: protedlise, adesdo, sinalizagao e fusao (Fig. 1.8). As ADAMs
sao Unicas entre as proteinas de superficie celular, possuindo na mesma molécula
dominios estruturais protéicos responsaveis por adesao e protedlise (Black e White,
1998; Sagane et al., 1998; Iba et al., 1999; Smith et al., 2002; Tomczuk et al., 2003).
O nome disintegrina deve-se a disruptura da ligagao de integrinas, com moléculas
da matriz extracelular e de receptores celulares a partir da competicao pelo dominio

disintegrina presente nas ADAMs (Poindexter et al., 1999).
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Todas as ADAMSs codificam o dominio metaloprotease que é similar na se-
qliencia com as metaloproteases dependentes de zinco, as SVMPs. Todas as SVMPs
sao ativas proteoliticamente, mas quanto as ADAMs, nem todas possuem atividade
proteolitica. O dominio metaloprotease (MP) é uma enzima proteolitica com im-
portante fungao bioldgica em seres procariotos e eucariotos, incluindo o homem.
Isoladas do veneno de vérias serpentes, sao importantes objetos de estudo devido a
complexidade funcional e estrutural. O dominio metaloprotease das SVMPs con-
tém o sitio ativo consenso com a seqiiéncia HEX'HX?HX3*X!GX!XHD sendo X!
um residuo hidrofébico, X? apresenta uma glicina ou um residuo hidrofébico e X?
asparagina (Hite et al., 1994; Kini, 1995; Zhou et al., 1996; Hurskainen et al., 1999;
Kini et al., 1997; Jia et al., 2000; Weskamp et al., 2002).

A anélise estrutural sugere que as trés histidinas presentes ligam-se ao zinco,
ja a glicina permite uma rotacao e o acido glutamico é o residuo catalitico. O
dominio catalitico das ADAMs 1, 8, 9 e 10 contém os residuos cataliticos das
SVMPs e assim sao ativas cataliticamente. Ja as ADAMs 2, 7, 11, 22 e 23 codificam
seqiiéncias diferentes neste dominio e apesar de estruturalmente similares, o sitio
proteolitico nao apresenta atividade (Wolfsberg et al., 1995; Nishiwaki et al., 2000;
Takeda et al., 2006).

E interessante enfatizar que o dominio disintegrina e o dominio rico em cis-
tefna da maioria das metaloproteases da classe PIII e PII, é um produto da auto-
protedlise dessas toxinas. Definidas como peptideos de baixa massa molecular
(8-30 kDa), s@o estruturas constituidas por uma seqiiéncia RGD/ECD que recon-
hecem integrinas localizadas em todos os tipos de células (Hynes, 1987; Sheu et al.,
1994; Tanjoni et al., 2003b,a). A interacao e os efeitos biolégicos desses dominios
envolvem dois mecanismos: 1) direcionamento das metaloproteases a uma célula
especifica contendo integrinas e 2) bloqueio da agao de ligantes, como por exem-
plo, coldgeno, fibrinogénio e fibronectina (Fox e Serrano, 2005). Todas as SVMPs,
mas nem todas as ADAMs possuem no dominio disintegrina um residuo carregado

negativamente (D,E), residuo este que pode ser critico para o reconhecimento de
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integrina (Wolfsberg et al., 1995; Kratzschmar et al., 1996; Loechel et al., 1998,
1999; Hall e Erickson, 2003).

O dominio de adesao potencial das ADAMs é rico em cisteina, atuando como
suposto peptideo de fusdo de membranas celulares (Smith et al., 2002). Estes
peptideos possuem uma superficie hidrofébica e sua habilidade para esta funcao
deve-se ao seu modelo de a-hélice com faces hidrofébicas (Wolfsberg et al., 1995).
Ja a cauda ou dominio citoplasmatico é rico em prolina, serina, adcido glutamico
e/ou lisina e pode estar envolvida na oligomerizagdo ou na sinalizagdo (Sagane
et al., 1998). Os receptores de um dominio semelhante & EGF, dominio transmem-
branico e citoplasmatico nas ADAMs sugerem que estas moléculas podem servir
como transdutoras de sinal entre o meio extracelular e intracelular via interacoes
célula-célula e célula-matriz extracelular (Loechel et al., 1998; Roghani et al., 1999;

Liu et al., 2000; Jia et al., 2000; Karkkainen et al., 2000; Gaultier et al., 2002).

Figura 1.8: Diagrama da Estrutura Modular da ADAM.
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Diagrama da ADAM demonstrando os dominios metaloprotease (M), Tipo-disintegrina (Da -
“arm” , Ds - “shoulder”), rico em cisteina (C) e loop reativo. Os fons de célcio e zinco estao
representados pelas cores amarelo e vermelho respectivamente.
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A regulagao da atividade das ADAMs é um processo complexo. Somente
algumas ADAMs sao metaloproteases potencialmente ativas, e nem todas apresen-
tam propriedades de adesado. Transcricaio de mRNAs de ADAMs sao modulados
temporal e posicionalmente. Exemplificando este caso, alguns mRNAs de ADAMs
sao especificos dos testiculos, enquanto outros sao conhecidos em uma variedade
de tecidos (Werb, 1997). As ADAMs 1 e 4 mostram padronizacao idéntica de dis-
tribuigao tecidual, evidenciando que estas podem ser complexas em alguns tipos
celulares (Wolfsberg et al., 1995; Sagane et al., 1998; Ham et al., 2002; Zhu et al.,
2003).

Até o momento 34 ADAMs com o dominio transmembranico foram clonadas
e seqiienciadas. ADAMs TS nao estao ancoradas a membrana celular e contém um
motivo trombospondina adicional (Black e White, 1998; Bevitt et al., 2003; Porter
et al., 2004). Metaloproteases do tipo ADAMTS estao envolvidas em processos de
desenvolvimento ou em processos patolégicos envolvendo remodelagem da matriz
extracelular.

As primeiras ADAMs foram identificadas em porquinhos da india conhecidas
como fertilin « e (3, mas estas tem sido caracterizadas em uma variedade de tecidos
de mamiferos como também em outros organismos, por exemplo, em Xenopus, C.
elegans e Drosophila melanogaster (Wolfsberg et al., 1995; Evans et al., 1997). Isto
sugere que esta classe de proteinas é muito importante em células biologicamente
normais e que toxinas como, por exemplo, as SVMPs sao uma variacao adaptativa
de um produto celular normal. J& foi demonstrado que o dominio disintegrina das
fertilinas esta envolvido na ligacao do espermatozodide ao évulo pela interacao com
a integrina a6f1 (Liu et al., 2000; Rybnikova et al., 2002; Seals e Courtneidge,
2003; White, 2003).

ADAMS31 é preferencialmente expressa em células de Leydig (secreta o hor-
monio sexual masculino testosterona) nos testiculos. Sua fun¢do nao esta rela-
cionada a espermatogénese, mas sugere-se que esteja relacionada como suporte da

funcao testicular. Interessantemente, a ADAMS31 é também expressa em 4 tipos de
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epitélio especializado: vasos deferentes, células parietais do estomago, regiao cau-
dal do epididimo e nos tibulos contorcidos renais. ADAM31 apresenta a seqiiéncia
consenso do dominio metaloprotease, indicando que também exerce a atividade
proteolitica. Em relacao a presenca dessas ADAMs nestes epitélios especializados,
sua funcao pode ser associada com a estabilizagao e manutencao de gradientes
ionicos e de nutrientes nestas células epiteliais (Liu e Smith, 2000).

Algumas ADAMs possuem expressao generalizada como a ADAM9, ADAM10,
ADAM15 e ADAM17, ja muitas outras ADAMs tem mostrado expressao tecidual
especifica: ADAM1 e ADAM19 no musculo, ADAM22 no cérebro e ADAM23 no
cérebro e coracao (Gilpin et al., 1998; Zhang et al., 1998; Cerretti et al., 1999;
Weskamp et al., 2002). Um grande grupo de ADAMs (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 18, 20,
21, 24, 25, 26, 27, 29 e 30) sao predominantemente expressas em testiculos e assim
envolvidas na fertilizagdo e espermatogénese (Yuan et al., 1997; Choi et al., 2003).

ADAMI10, é expressa no cérebro humano adulto, principalmente no talamo,
cerebelo, medula espinhal e cortex cerebral. ADAMI17 foi detectada somente no
hipocampo. Isso mostra que algumas ADAMs possuem distribuicao ubiqua no
SNC enquanto outras possuem um padrao de expressao restrito (Wu et al., 1997;
Karkkainen et al., 2000; Weskamp et al., 2002). MADAM (Mammalian ADAMI10)
pode também degradar proteina bésica mielinica (Groome et al., 1988; Howard
et al., 1996; Gill et al., 2003; Hu e Shelver, 2003).

Em vertebrados ADAM12 (meltrina), 13 e 19 (meltrin3) sao ADAMs bem
caracterizadas, expressas no desenvolvimento primordial, inicialmente pelo mesén-
quima. ADAM13 é expressa no neuroectoderma e algumas células da crista neural
em embrioes de Xenopus, parecendo agir na remodelacao da matriz extracelu-
lar durante migragao de células da crista neural (Cai et al., 1998). ADAMI19
de camundongo é expressa em ganglios derivados das células da crista neural e
cornos ventrais da medula espinhal durante neurogénese (Zhou et al., 2004). Foi
demonstrado que essa proteina possui uma variante conhecida como mini meltrin

0, caracterizada também pela presenca do dominio disintegrina e metaloprotease.
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Estudo in vitro sugere que esta nova isoforma de meltrin 3 tem papel no processo
de diferenciacdo neuronal especialmente na neuritogénese (Kurisaki et al., 2002).

ADAM 8 tem sido descrita como uma glicoproteina expressa no sistema ner-
voso central (SNC) de mamiferos, predominantemente em neurénios e oligoden-
drécitos, e tendo portanto fungdes essenciais nas interagoes neurénio-glia (Schlo-
mann et al., 2000).

Em adicao, a cauda citoplasmatica de muitas ADAMs contém 3 seqiiéncias
homoélogas de sitios de ligagao, sugerindo que podem interagir com moléculas de
sinalizagao intracelular e com o citoesqueleto (Howard et al., 1996; Zhou et al.,
1996).

A cauda citoplasmatica da familia das ADAMs é altamente varidvel, tanto
em comprimento como em seqiiéncia. Este dominio contém motivos especializados,
que tém sido postulados como sendo envolvidos na regulagao inside-out na ativagao
da metaloprotease, e regulagdo outside-in da sinalizagao celular, e/ou o controle
da maturacao e localizacao subcelular. Os motivos mais comuns sao sitios de
ligacao PXXP para proteinas que contém dominio SH3. Varias ADAMs possuem
potenciais sitios de fosforilacao para serino-treonina e/ou tirosina kinase (Seals e
Courtneidge, 2003).

Estudos referentes a esta familia caracterizaramm um novo membro denomi-
nado de ADAM23/MDC3. Esta disintegrina exibe a tipica estrutura dos membros
da familia, sendo predominantemente expressa tanto em cérebro adulto quanto fe-
tal, sugerindo que a mesma possa funcionar como ligante de integrina em células
de origem neural. Foi demonstrado, que este processo é mediado pela interacao
especifica entre a integrina avf33 e uma pequena seqiiéncia de aminoacidos na
alca da disintegrina ADAM23 (Cal et al., 2000). Interessantemente tal interagao
¢ independente do dominio RGD, sugerindo que outra seqiiéncia da ADAM seja
responsavel pela ligacao integrina av33-ADAM23. Adesao méaxima foi detectada
na presenca de cations divalentes, como Mg™ e Mn*? em concentracoes fisiolog-

icas, mas nao na presenca de Cat?. Células aderentes a substratos recobertos
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por ADAM23 recombinante exibem diferencas na morfologia quando comparadas
com outras proteinas da matriz extracelular, como a fibronectina. Estas diferencas
incluem a presenca de numerosas e pequenas protusoes microscopicas nas células
em crescimento, bem como uma distinta organizagao de filamentos de actina (Cal
et al., 2000; Sun et al., 2004).

ADAM23 possui um pequeno dominio transmembranico hidrofébico e 8 si-
tios potencialmente glicosilados (N-ligados). A comparacao de MDC3/ADAM23
com outras disintegrinas celulares revelam uma seqiiéncia similar de 52,2% com
ADAMI11, 33% com ADAM12, 30,9% com MDC9, 30.1% com MDC15 e 30% com
outras ADAMs (Sagane et al., 1998).

Membros da familia das proteinas ADAMs podem ser visualizados na tabela

1.3 com os tecidos onde sao expressas.

1.1.11 ADAM?2

A proteina ADAM2, também conhecida como fertilin 3, é uma molécula de
adesao celular presente na superficie do esperma de mamiferos que participa da
adesao célula-gameta durante a fertilizacao, sendo uma das proteinas da familia
ADAM mais bem caracterizada. Em sua seqiiéncia esta contido um dominio tipo-
disintegrina que apresenta um motivo consenso XX(D/E) ECD altamente conser-
vado no loop de interacao, sendo um importante ligante para integrinas alfa6betal.
Este loop de interacao estd igualmente presente nas ADAM9 e ADAM?23, sendo
uma seqiiéncia minima de reconhecimento. Baseado nas informacoes sobre difer-
entes subfamilias de integrinas e seus ligantes encontradas na literatura, um residuo
carregado negativamente (Asp/Glu) demonstra ser de extrema importancia para
o reconhecimento da integrina (Eto et al., 2002; Zhu e Evans, 2002).

Poucas integrinas presentes na superficie dos évulos tém sido propostas para
servir como receptor para fertilin 5 (Zhu e Evans, 2002). Pela razao da ADAM2 ser
proteoliticamente inativa, e ambos os dominios prodominio e metaloprotease sao

clivados anteriormente para a regulacao da fertilizagao (Seals e Courtneidge, 2003)
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Tabela 1.3: Membros da Familia ADAM

ADAMs

CARACTERISTICAS

ADAM 1 Fertilin -

Espermatogenesis e fertilizacao

ADAM 2 Fertilin - 3

Fertilizagao; ligante de integrina 6 51

ADAM 3 -7 Fertilizacao
ADAM 8 Formagao de osteoclastos
ADAM 9, MDC 9 ou Meltrin - v Miogenesis
ADAM 10 Neurogenesis

ADAM 11 Supressor tumoral em cancer de mama
ADAM 12 ou Meltrin - Fusao de mioblastos; osteogenesis

ADAM 13 Migracao da crista neural

ADAM 14 Expressado em esperma (C.elegans)

ADAM 15 Ligante de integrina alfavbeta3, alfabbetal, alfabetal
ADAM 16 Fertilizacao; Espermatogenesis
ADAM17 ou TACE Shedding de TNF-alfa

ADAM 18 Expressa em esperma

ADAM 19 ou Meltrin-g

Biogenesis; diferenciagao osteobléstica

ADAM 20 - 21

Espermatogenesis

ADAM 22 - 23

Expressa no cérebro

ADAM 24 - 26

Expressa em testiculos

ADAM 28 Expressa em linfécitos
ADAM 29 Especifica de testiculos
ADAM 30 Especifica de testiculos
ADAM 33 Gera suscetibilidade a asma
ADAM 34 Especifica de testiculos

Caracteristicas e tecidos onde sdo expressas varias proteinas ADAMs.
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o papel para atividade de protease na fertilizacao pode ter a regulacao excluida.
Alternativamente, a adesao do esperma e do évulo requer o dominio disintegrina da
ADAM2. Este tem sido claramente demonstrado para o uso de inibidores peptideos
sintéticos especificos para este dominio. ADAM?2 apresenta uma seqiiéncia ECD
no loop disintegrina. Mutagao do ECD para ECA demonstra ser um bom inibidor
de ligagao ao évulo (Seals e Courtneidge, 2003). Primeiramente foi sugerido que
integrina alfaGbetal é um receptor para ADAM2 (Almeida et al., 1995), devido
ao fato de que o dominio tipo-disintegrina bloquear a habilidade de ligagao de
anticorpos alfa6 (Seals e Courtneidge, 2003).

ADAM?2 é uma glicoproteina essencial para o processo de fertilizacao de
murino. Varios estudos tém mostrado que peptideos analogos ao loops disintegrina,
de ADAM2 de cobaias, ratos e humanos, inibem a ligacao e fusao esperma-évulo
in vitro (Bigler et al., 2000). A seqiiéncia do loop disintegrina de ADAM2 murino é
(CRLAQDECDVTEYC); na seqiiéncia os residuos sublinhados sao absolutamente
conservados entre todas as ADAM?2 ortélogas conhecidas, e o sexto residuo do loop
é geralmente (em cinco de sete seqiiéncias) um residuo carregado negativamente (D
ou E). Dado o conhecimento sobre os residuos criticos em disintegrina da classe P11
das SVMPs, foi predito que os residuos do meio do loop disintegrina (QDECD),
sejam extremamente importantes (Bigler et al., 2000).

Gupta et al. (1996) observaram que um bom inibidor de ligacao évulo-
esperma requer no minimo um dos residuos acidos adjacentes conservados (D ou
E) juntamente com a cisteina conservada em um estado reduzido na seqiiéncia de
ligacdo (D/E)ECD para fertilin3. E demonstrado que um cation divalente poderia
ser coordenado simultaneamente com o motivo de ligacao ECD e o sitio ativo da
integrina com o residuo acido procedente de um grupo de coordenacao do céation.
Este requisito expoe a observacao que um residuo acido é decisivo para ligagao de

integrinas durante a fertilizagao (Bigler et al., 2000).
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1.1.12 ADAM9

A proteina ADAMY9 também é conhecida como MDC9/Meltriny. De acordo
com métodos experimentais sugere-se que meltriny interage com integrinas re-
nais (Mahimkar et al., 2005). Estudos histoquimicos indicam que esta proteina
esta presente em todos os componentes do néfron, células do epitélio tubular re-
nal. Meltriny apresenta interagao com integrinas da classe (1, incluindo al, a3,
a6 e av. A interagao entre o dominio tipo-disintegrina de meltriny-integrina 1
esta relaciona com a disruptura da interacao com coldgeno I e IV («131), lamin-
ina (a341 e a6/1) e vitronectina (av/31). Por outro lado observou-se ligacao do
dominio tipo-disintegrina de meltriny com fibronectina (a531) (Mahimkar et al.,
2005). Um outro estudo demonstra a importancia desta proteina na interagado com
fibroblastos via integrina o641 (Karadag et al., 2006).

Mieloma multiplo é uma doenga caracterizada pelo crescimento de células
malignas no plasma dentro da medula dssea. O crescimento e sobrevivéncia dessas
células sao regulados pela interacao entre células tumorais e células do ambiente,
particularmente medula dssea e osteoblasto. Meltriny esta envolvida na regu-
lacao célula-célula entre células mieldides e células da medula dssea via integrina
av35. Solucao recombinante de meltriny pode promover o aumento da producao de
interleucina-6 (IL-6) de osteoblastos humanos (hOBs), mas em contrério o dominio
tipo-disintegrina dessa proteina demonstra ser ineficiente para promover o aumento
de IL-6 de células do mieloma humano (Karadag et al., 2006)(KARADAG et al.,
2006).

Células do mieloma e a proteina ADAMY interagem com integrina alfaVbetab
de hOBs podendo promover a producao de IL-6, demonstrando que a interacao
entre ADAMY e alfaVbetab sao importantes na regulacao da producao de IL-6 em
osteoblasto via p38 MAPK (Mitogen activated proteins kinase)(Fig. 1.9).

Seqiiencias dos aminoacidos de meltriny sao altamente conservadas entre
humanos e camundongos, demonstrando 82% de identidade. A interagao dessa

proteina com integrina a631 estimula a indugao da motilidade de fibroblastos
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e estd envolvida no pés-processamento (shedding) de HB-EGF (heparin binding-
epidermal growth factor) de células epiteliais.

Meltriny apresenta uma extensa cauda citoplasmatica com motivos de lig-
acao SH3 (Src homolog 3) (Nath et al., 2000). O dominio SH3 ¢é amplamente
distribuido entre kinase e outras proteinas de sinalizacao intracelular e reconhece
a seqiiéncia PXXP (Donaldson et al., 2002). SH3 é um pequeno dominio de in-
teragao proteina-proteina que liga seqiiéncias ricas em prolina e medeia uma larga
escala de sinalizacao celular e outros processos biolégicos importantes. O dominio
SH3 foi considerado alvo atrativo para o desenvolvimento de produtos terapéuticos

(Nath et al., 2000; Donaldson et al., 2002).

Figura 1.9: Mecanismo de Produgao de IL-6.

Mecanismo de producao de IL-6 de osteoblasto em mieloma multiplo mediado por ADAMO9.

MC- células do mieloma expressa ADAMY, com interagoes diretas com integrina alfaVbetab para
indugao da producao de 1L-6 via p38 MAPK e cPLA2.

1.2 ASPECTOS COMPUTACIONAIS

Um dos mais importantes exercicios da ciéncia computacional é a modelagem,

ou seja, gerar uma representagao mais simplificada de um sistema complexo. Um
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modelo ajuda a visualizar melhor certas caracteristicas de um sistema. As ferra-
mentas da bioinformatica ajudam os pesquisadores a extrair informagoes relevantes
de um sistema biolégico.

Os pesquisadores encontram propriedades importantes e uteis desde os padroes
de seqiiéncia até a separagao de atomos em estruturas moleculares, e tém aplicado
essas descobertas para produzir ferramentas como localizadores de genes, ferramen-
tas de predicao de estrutura secundaria e ferramentas de modelagem por homologia,

entre outras.

1.2.1 Modelagem de Proteinas por Homologia e Dinamica Molecular

de Proteinas

A computacdo vem atingindo um importante papel em diversas areas de
pesquisa e ciéncia, a ponto de poder se acrescentar a area de pesquisa o termo
experimentacao “in silico”.

Uma das grandes esperancas no campo das ciéncias biomédicas nas proximas
décadas estd, sem duivida, centrada nos Projetos “Genoma”. Um dos grandes
desafios serd a elucidacao da estrutura molecular de novos alvos, principalmente
proteinas, enzimas e receptores de membrana. Novas drogas serao desenvolvidas
a partir dos dados provenientes do genoma humano e de outros genomas. Estas
estruturas sao a base da revolucao na area estrutural biolégica, para a compreensao
de fenomenos como catalise, sinalizacao celular, fosforilagao, etc.

A partir desse contexto, novos esforcos tém sido realizados em todo o mundo,
por instituicoes governamentais e privadas, no sentido de determinar o maior
ntimero possivel de estruturas tridimensionais (terciaria e quaterndria) de novas
proteinas. As técnicas para elucidagao de estrutura protéica sao hoje consideraveis
[cristalografia de raio-X, difracdo de néutrons e ressonancia magnética nuclear
(RMN)].

Obtencao de amostras em quantidade suficiente para ensaios necessarios é

dificil e os cristais obtidos nem sempre tém a qualidade necessaria para o trabalho
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experimental. Além disso, a determinacao estrutural em proteinas de membrana
celular é um desafio. Estas proteinas raramente cristalizam e dificilmente podem
ser tratadas de modo satisfatério por RMN.

O rapido aumento no nimero de estruturas 3D disponiveis em banco de
dados como o PDB (Protein Data Bank) (Berman et al., 2000), levou a criagao
de uma sub-disciplina da bioinformatica: a bioinformética estrutural. O principal
foco desta sub-disciplina é a representacao, armazenamento, recuperagao, andlise
e visualizacao da informacao estrutural em niveis atomicos. Assim, a predicao
de estruturas de proteinas permanece uma area de grande interesse, sendo que a
principal categoria de predigoes tem sido a modelagem por homologia, também
conhecida por modelagem comparativa (“comparative protein modeling”). Essa
metodologia é baseada na homologia de uma seqiiéncia protéica pela seqiiéncia de

uma proteina com estrutura conhecida experimentalmente (Sanchez e Sali, 1997).

1.2.1.1 Modelagem Molecular por Homologia

A modelagem molecular por homologia é uma técnica de desenvolvimento de
modelos tridimensionais que parte de uma seqiiéncia conhecida de uma proteina
cuja estrutura tridimensional é indeterminada e utiliza como molde uma ou mais
seqiiéncias de proteinas cujas estruturas tridimensionais ja foram resolvidas, e que
possuem alta similaridade com a molécula de interesse (Sanchez e Sali, 1998).

O método de modelagem por homologia baseia-se em alguns padroes gerais:

1 - Identidade/similaridade entre seqiiéncias de aminoécidos, podendo refletir
em semelhancga estrutural e funcional;

2 - Proteinas homologas apresentam regioes internas conservadas;

3 - Diferengas estruturais entre proteinas homélogas tendem a ocorrer nas
regioes constituidas pelas algas (loops), que ligam os elementos de estrutura se-
cundaria.

O processo de modelagem pode ser dividido em 4 etapas (Apéndice A Fig.A.2

A - Busca por moldes - A primeira etapa do método é a identificacao de pelo
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menos uma proteina de estrutura tridimensional conhecida, que servird de molde
para a determinacao da estrutura da proteina-problema. Esta busca é realizada em
bancos de dados de estrutura tridimensional de proteinas, sendo o principal deles
o PDB (Protein Data Bank) (Berman et al., 2000). O principal parametro para
determinar os moldes é a porcentagem de identidade entre a seqiiéncia do molde e
a seqiiéncia da proteina que sera modelada.

B - Alinhamento das seqiiéncias - Definido o molde, passa-se entao para a
etapa de alinhamento da seqiiéncia-problema com a seqiiéncia-molde. O objetivo
desse processo consiste em alinhar residuos estruturalmente equivalentes levando
em conta caracteristicas fisicoquimicas comuns, e outros elementos tais como estru-
tura secundaria, residuos cataliticos e residuos de cisteina. Nesse processo ocorrem
espacgos chamados gaps, representados no alinhamento por linhas tracejadas, que
geralmente correspondem as regides ausentes em uma das seqiiéncias. Através do
alinhamento é possivel identificar regices estruturalmente conservadas (regioes de
méxima similaridade) e regides variaveis (principalmente loops) (Fig.2.1).

C - Modelagem - apds realizada a busca e selecao do molde, e concluida a
etapa de alinhamento, sera realizada entao a etapa de modelagem propriamente
dita. Nesse procedimento o programa escolhido para essa etapa ird receber como
entrada o arquivo contendo as seqiiéncias alinhadas e o arquivo contendo as coorde-
nadas tridimensionais do molde. Dessa forma sera construida a estrutura tridimen-
sional da proteina-problema baseado nas coordenadas tridimensionais do molde.

D - Analisando o modelo - depois de concluida a modelagem o proximo
passo sera fazer a analise da estrutura gerada. Esta andlise consiste em estudar
as posicoes atomicas dos modelos de modo que se possa determinar a qualidade
estereoquimica do modelo da proteina modelada. Para que se possa avaliar a
qualidade estereoquimica de uma estrutura podem-se analisar os angulos ¥ (psi) e ¢
(phi)da cadeia principal. Estes angulos sao importantes para se definir a qualidade
estereoquimica de uma estrutura de proteina, de modo que os angulos phi e psi

sejam respeitados, ou seja, em regides permitidas e nao permitidas (Fig.2.2).
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Figura 1.10: Alinhamento entre seqiiéncias Molde e Alvo.
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Representacao de um alinhamento entre a seqiiéncia molde e a seqiiéncia problema. Em preto
sao representados os residuos idénticos entre as seqiiéncias, em cinza residuos que apresentam
semelhanca fisico-quimica. Linhas tracejadas sao as regides conhecidas como gaps.

O programa conhecido como MODELLER (Sali, 2001), é comumente uti-
lizado para modelagem molecular por homologia. O programa PROCHECK (Laskowski
et al., 1996) realiza a etapa de andlise do modelo, gerando entre outras andlises o
mapa de Ramachandran da proteina modelada. Este mapa representa a posicao
dos residuos da proteina de acordo com os angulos phi e psi, em regioes permitidas
e ndo permitidas (Fig. 2.2).

No MODELLER as restricoes espaciais baseadas em homologia nao sao as
unicas restricoes aplicadas ao modelo. Um campo de forca para controlar a estere-
oquimica apropriada também é aplicado para que a estrutura do modelo nao possa
violar as regras que satisfazem as restrigoes espaciais derivadas do molde. Todas
as restricoes quimicas e espaciais aplicadas ao modelo sao combinadas em uma
fungao (funcdo objetiva) que é minimizada no curso do processo de construgao dos
modelos. Assim, quanto maior for o nimero de modelos construidos, maior serd a

chance de se obter melhores modelos (Sali, 2001).
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Figura 1.11: Mapa de Ramachandran.
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Mapa de Ramachandran, demonstrando as regides permitidas (vermelha/amarelo). Dados os
angulos phi e psi de cada residuo de uma seqiiéncia peptidica é possivel identificar regioes de
estrutura secundéria, bem como violagoes de residuos em regioes nao permitidas.

1.2.1.2 Dinamica Molecular

A técnica de Dinamica Molecular (DM), atualmente aumenta grandemente a
possibilidade no avango da compreensao de processos biologicos em escala atomica
e molecular, pois é conhecido que a funcao biolégica de uma molécula é decorrente
diretamente de sua conformagao tridimensional.

Através da técnica de simulagao do movimento de particulas em um sistema,
obtém-se as flutuacoes das posicoes relativas dos dtomos de uma determinada pro-
teina em funcao do tempo. A partir desse conhecimento podem-se obter resultados
da estrutura tridimensional de uma molécula como também fazer inferéncias sobre
a possivel funcao biolégica (Karplus e Petsko, 1990).

A técnica de DM utiliza a fisica classica, ou seja, Leis de Newton, poten-
cial de Hooke e eletromagnetismo classico. Um sistema seria descrito mais ex-
atamente pela resolucao quanto-mecanica do problema para cada geometria, mas
devido ao elevado nimero de dtomos das macromoléculas biolégicas e as limitagoes
computacionais, requerem a sua representacao fisica através de uma funcao poten-

cial relativa simples, que descreve de forma classica a interagao entre os atomos.

Denomina-se Campo de Forca a descricao de um sistema de muitas particulas pela
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sobreposicao de termos simples, que descrevem a interagao entre duas, trés, qua-
tro ou mais particulas. Para o tratamento de centenas ou milhares de atomos,
como por exemplo proteinas, sao introduzidas fungoes potenciais empiricas, cali-
bradas por informacoes experimentais e calculos quanticos sobre pequenas molécu-
las (Gunsteren e Berendsen, 1987). Aceito que equagoes de dinamica clssica sao
adequadas para o estudo de macromoléculas bioldgicas elas podem, portanto, ser
especificadas em termos de posigoes e momentos dos atomos que constituem o
sistema.

Virios conjuntos de parametros para campos de forgas estao estabelecidos,
tais como, CHARMM (Brooks et al., 1983), AMBER (Weiner e Kollman, 1986),
GROMOS (Gunsteren e Berendsen, 1987), OPLS/AA (Jorgensen et al., 1996) entre
outros.

Na simulacao de DM, as forcas que atuam sobre cada atomo sao obtidas
calculando-se o gradiente da funcao de energia em relagao as posigoes desses ato-
mos. A partir dessas forcas resolve-se a equacao do movimento para descrever
como as posicoes atOmicas variam com o tempo. A cada passo de dinamica as
forcas sao entao reavaliadas. A funcao para a energia potencial deve ser complexa
o suficiente para uma analise precisa e realistica da estrutura e da dinamica do sis-
tema e, a0 mesmo tempo, simples o suficiente para que os calculos sejam efetuados
com rapidez e baixo custo computacional.

Enfatizando os termos da equagao do campo de forga (Fig.2.3), ele pode ser
dividido da seguinte forma:

A - quatro termos para atomos ditos ligados (até terceiros vizinhos);

B - dois termos para interagoes de atomos nao diretamente ligados (do ter-

ceiro vizinho e além).

1.2.1.3 Energia Potencial de Ligacgao

A temperatura ambiente, os comprimentos das ligagbes quimicas oscilam

proximos ao seu valor de equilibrio, obedecendo a uma fungao potencial aproxi-
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Figura 1.12: Equacao do Campo de Forga.
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Equacao do campo de forga, discriminando os diferentes termos de potencial.

mada a de Hooke para um sistema de massas. Por meio de um potencial harmonico
envolvendo a interacao entre dois atomos ligados covalentemente, ocorreria o movi-

mento vibracional entre pares de atomos.

Bb= 15" Kin(ra — ron)? (1.1)

A equacao 1.1 N, descreve o ntumero total de pares de atomos ligados e
para cada par sao definidos os valores especificos em que Kj, é a constante de
forga especifica (constante de Hooke associada a ligagdo quimica especifica), 7, é
a distancia, ou seja, o comprimento da ligacao quimica r, e r,, é o parametro que

define o comprimento de equilibrio da ligacao.
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Figura 1.13: Energia Potencial de Ligagao.

1.2.1.4 Energia Potencial Angular

Por meio de um potencial harmonico, correspondente pela interacao angular,

onde envolve trés atomos e duas ligagoes quimicas.

1 Qe
EO = — K EPRRY 1.2
5 ; 01(6,—00n) (1.2)

Em que Ny é o nimero total de trios de atomos ligados, Ky, a constante
de Hooke para a restricao do angulo de equilibrio, 0,, é o parametro que define

o angulo de equilibrio entre as duas ligacoes quimicas e 6,, é o comprimento da

ligagao quimica, variacao angular.

Figura 1.14: Energia Potencial Angular.
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Energia Potencial Angular para o termo de dtomos ligados, cujo dngulo entre eles varia harmoni-
camente.
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1.2.1.5 Energia Potencial Torcional Impréprio

Chamado também de diedro improprio, envolve quatro atomos nao ligados
seqiiencialmente, apresentando um carbono central ligado aos outros trés. Mantém
a estrutura tetraédrica do carbono alfa, a planaridade dos atomos de hidrogénio

em relacao ao anel benzénico, a planaridade da ligacao peptidica, entre outros.
1
Ew = Z K (i, —won)? (1.3)

Em que N, é o numero total do grupo de quatro atomos envolvidos em
diedrais improprios, K, ¢ a constante de Hooke para a restituicao do angulo de
equilibrio, w,, é o parametro que define o angulo de equilibrio entre os dois planos

e w, sua variagao angular.

Figura 1.15: Energia Potencial Diedro Impréprio.

Diedro
Impréprio n

1.2.1.6 Energia Potencial Torcional Préprio

Conhecido também como diedro préprio, o termo torcional representa a en-
ergia potencial de rotagao em torno de uma ligacao quimica especifica. E formado
por quatro atomos em seqiiéncia, cujos trés primeiros formariam um plano em an-
gulo diedro com o plano formado pelos 1ltimos trés, de tal forma que este angulo

esteja viavel a assumir posicoes preferenciais em fungao de sua multiplicidade.
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N

E¢=> K[+ cos(my « ¢y — 6,)] (1.4)

onde, mn nimero de minimos para a torcao de uma ligacao quimica especi-
fica, K¢n é a constante que define a altura da barreira de rotagao, ¢n variagao
diedro angular e ¢n é a defasagem no angulo diedral, sua diferenca de fase que

pode ser 0° ou 180°.

Figura 1.16: Energia Potencial Torcional Impréprio.

Diedro
Proprio n

1.2.1.7 Energia de van der Waals

As interagoes entre dtomos nao ligados covalentemente podem ser tratadas
por potenciais efetivos, compostos por termos de curto e longo alcance que in-
cluem a repulsao das nuvens eletronicas, a atracao de van der Waals e o termo
eletrostatico de Coulomb. Quando nao ha reacoes quimicas, duas moléculas sep-
aradas interagem entre si obedecendo a potenciais desse tipo. O termo (r ~¢) do
potencial de Lennard-Jones é o modelo mais freqiientemente usado em DM para
a representacao da interagao de van der Waals. Como descrito anteriormente é
um potencial de curto alcance (unidade de A) com um termo repulsivo em vir-

tude do principio de exclusao de Pauli (o qual diz que dois elétrons ndo podem
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compartilhar os mesmos nimeros quanticos), e um atrativo derivado das forgas
de dispersao, conhecidas também como forcas de London, que surgem a partir de

pequenos dipolos oscilantes criados pela flutuagao da nuvem eletronica.

Nitomos 6 12
< A’L B’L
E(wdW)= Y — (=) + (= (1.5)

7’".. 7"..
i<k ] )

Para um dado atomo ¢ onde é computada sua energia de interacao com
os atomos j, em um total de N* pois sao excluidos seus primeiros e segundos
vizinhos ligados que sao tratados pelos potenciais anteriores. Para os terceiros
vizinhos parametros menores no potencial de Lennard-Jones sao considerados. Os
parametros A;; e B;; sao dependentes dos tipos de pares de dtomos e r;; ¢ a

distancia entre eles.

Figura 1.17: Raio de van der Waals.
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Representacao atomica usando-se raio de van der Waals e superficie de van der Waals.

1.2.1.8 Energia Potencial Eletrostatica

Quando uma ligacao quimica covalente é formada entre dois atomos difer-
entes os elétrons que a constituem poderao se deslocar preferencialmente sobre um
dos atomos devido as diferentes eletronegatividades. Como conseqiiéncia a maioria
das ligagoes covalentes sao pequenos dipolos elétricos, cuja magnitude dependera
da diferenca em eletronegatividade dos atomos que a compoem, por exemplo, os
atomos mais abundantes em biomoléculas C, H, O e N. A disposicao desses atomos
no esqueleto peptidico, contribui para uma distribuigao de cargas parciais bastante

significativas para a estabilizagao das estruturas secundarias nas proteinas. Isto se
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d4 devido a formagao de pontes de hidrogénio (C=0O—-H-N) entre vérias partes
do esqueleto peptidico na auséncia de agua. Em superficies expostas ao solvente
aquoso, as pontes de hidrogénio podem ser formadas com a prépria agua. Portanto
na definicao dos parametros de carga para atomos segundo um campo de forgas,
valores de cargas parciais sao-lhes atribuidos, de forma a se tentar reproduzir a
diferenca de eletronegatividade que eventualmente existe entre dois atomos ligados

covalentemente ou nao.

Nitomos
44
E(el) = Y 1.6
D=3 o (1.6

Na equacao acima, ¢; e ¢; sao cargas parciais atomicas, cuja distancia entre
eles é 1;;, €9 a permissividade do espago livre, ¢ a constante dielétrica do meio e,
para um determinado dtomo i, N* é o numero restante de 4tomos j. Entretanto o
mais usual em DM é aplicar-se um raio de corte (Rc), ou seja, dado um dtomo i a
partir do qual se demarca uma esfera de raio Rc, toma-se para calculo de interagao
eletrostatica e de van der Waals somente os atomos nao ligados contidos nessa
esfera.

Conforme descrito acima, os termos para energia potencial combinados com-

poem a equacao do Campo de Forcas (Fig.2.3).

1.2.1.9 Otimizacao Molecular

Calculando-se a energia para diversos valores de coordenadas de um dado
sistema molecular dependendo do campo de forga a qual esta submetido, pode-se
explorar a superficie de energia potencial para o mesmo. Dependendo das dimen-
soes e caracteristicas do sistema, a superficie apresentard um grande nimero de
minimos locais de energia, que correspondem a pontos no espaco de configuragoes
onde todas as forgas sobre os dtomos do sistema sao balanceadas. Devido ao elevado
numero de graus de liberdade das macromoléculas bioldgicas, uma exploracao com-

pleta da superficie multidimensional de energia é praticamente impossivel. Uma
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maneira de explorar tal superficie se d4 pela minimizacao da energia potencial
molecular.

A otimizacao da geometria é uma técnica que visa encontrar um conjunto de
coordenadas que minimizam a energia potencial do sistema de interesse. O pro-
cedimento basico consiste em caminhar sobre a superficie de potencial na direcao
em que a energia decresce de maneira que o sistema ¢ levado a um minimo de
energia local préximo. Geralmente a configuragao final, apds esse processo, nao
difere muito da inicial. A minimizagao da energia faz uso somente de uma pequena
parte do espago de configuracoes. Porém pelos ajustes nas posigoes atomicas, ela
relaxa as distorcoes nas ligagoes quimicas, nos angulos entre ligacoes e nos contatos
de van der Waals.

Os métodos gradientes mais importantes sao Steepest-Descent, o gradiente
conjugado, o de Newton-Raphson e o método de Newton truncado. Faremos um
breve relato sobre os métodos Steepest-Descents e gradiente conjugado.

Algoritmo “steepest-descent” — minimizagao de energia

O método “steepest-descent” (Wiberg, 1965), é um método de primeira derivada,
que converge lentamente nas proximidades do minimo, mas é poderoso para con-
figuracoes distantes de um minimo de energia. Com este algoritmo é possivel
construir pequenas moléculas, como aminodcidos, a partir de coordenadas atomi-
cas aleatorias com relativamente poucos passos de otimizacao e posteriormente
conecta-los para formar cadeias peptidicas. De um modo geral, com o algoritmo
“steepest-descent” é possivel melhorar estruturas cristalograficas pouco refinadas,
otimizar as construidas graficamente ou construir estruturas a partir de informacgoes
de NMR ou por homologia a estruturas conhecidas.

Métodos de Gradientes Conjugados

Um método mais sofisticado de busca de um minimo da funcao de energia,
além de utilizar a informacao sobre a primeira derivada (gradiente), leva em conta o
caminho ja percorrido na busca do minimo é denominada de “Gradientes Conjuga-

dos”. Este método permite, em geral, uma mais rapida convergéncia que o método
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“steepest-descent”, que utiliza somente a informagao do gradiente na coordenada
atualizada. O método dos gradientes conjugados utiliza para a determinagao do
passo seguinte, além do valor do gradiente no ponto atual, o valor do gradiente

obtido no passo anterior.

1.2.1.10 Parametros de Simulacao

Durante a simulacao, alguns parametros macroscépicos podem ser mantidos
constantes em conjuntos como NPT e NVT. Onde N é o ntimero de particulas do
sistema, P é a pressao, V o volume e T a temperatura. Cada um destes conjuntos
de parametros caracteriza ensembles diferentes e definem uma equacao de estado
para o sistema, de modo a permitir que diferentes fungoes termodinamicas possam
ser mais convenientemente calculadas em um ou em outro ensemble.

Um ensemble é, portanto, um conjunto de replicas de um sistema de interesse
que diferem entre si nas atribuigoes das coordenadas e do momento das particulas.
Entre os parametros livres a serem escolhidos temos, por exemplo, o campo de
forca, que podem ser, GROMOS, OPLS, CHARMM, AMBER, etc.

No esquema (Apéndice-A /FigA.1) pode se verificar as etapas para simulacao

de dinamica molecular.
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Capitulo 2

OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais:

Pouco se conhece sobre os mecanismos moleculares de ativagao, seletividade,
dinamica estrutural e reconhecimento de ligantes de integrinas, sendo a integrina
alfabbeta responsavel pela rejeicao de o6rgaos transplantados, é a proteina alvo
do nosso grupo de pesquisa. Dentro deste contexto se insere o objetivo deste
estudo, que é o de promover o conhecimento através de um estudo da influéncia
de diferentes interacoes relacionadas a proteina integrina alfabbetal, através da
técnica de dinamica molecular. Estudar e compreender através de métodos in
silico o mecanismo de interacao entre a integrina alfa6betal com o dominio tipo-
disintegrina das proteinas ADAM2 e ADAM9 humanas e o desenho e andlise de

peptideos especificos para inibi¢ao da integrina em estudo.

2.2 Objetivos Especificos:

1 - Modelagem molecular por homologia dos dominios (-propeller da cadeia
alfa6 e dominio 3-A-Hybrid da cadeia betal da integrina alfabbetal.

2 - Modelagem por homologia das proteinas ADAM2 e ADAM9.

3 - Modelagem do complexo integrina alfa6betal /ADAM?2 e integrina alfa6betal-
ADAM9(dsld-tipo-disintegrina).

4 - Simulacao de dinamica molecular para compreensao dos processos molec-

ulares de reconhecimento no complexo.
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5 - Determinacao de quais residuos de aminoacidos participam do processo
de interacao entre as cadeias do complexo em estudo.

6 - Estudo de peptideos especificos para inibicao da integrina alfa6betal.

7 - Comparacao dos resultados de interagao obtidos “in silico” com resultados

“on vitro” para os peptideos desenhados.
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Capitulo 3

MATERIAIS E METODOS

Métodos Computacionais

3.1 Modelagem Molecular por Homologia

A estrutura priméaria de uma proteina determina sua estrutura tridimen-
sional. Contudo o algoritmo que permita, com precisao absoluta, determinar a es-
trutura tridimensional de uma proteina partindo da sua seqiiéncia primaria ainda
estd por ser determinado. A modelagem molecular comparativa tem como objetivo
gerar modelos confidveis. A condigao necesséaria é que a semelhanca entre a seqiién-
cia designada e as estruturas do modelo seja detectavel e que o alinhamento entre
elas possa ser construido (Lesk et al., 2001). Todas as aproximagoes baseadas nas
restrigoes de distancia para modelagem molecular comparativa de proteinas (tam-
bém chamada modelagem por homologia), extraem as distancias conservadas e as
regioes dos angulos diedros permitidos a partir do alinhamento da seqiiéncia alvo
com as seqiiéncias das estruturas relacionadas, adicionam restrigoes estereoquimi-
cas e calculam o modelo pela minimizacao das violacoes de todas as restrigoes.
Desta forma, as diferencas entre as varias aproximacoes estao na derivacao e sat-
isfagdo das restricoes espaciais (Sali et al., 1995). A precisdao do método estd em
assumir que se ha semelhanga entre duas seqiiéncias lineares, a semelhanca estrutu-
ral pode ser assumida e a funcao potencial guiara o modelo no caminho dos moldes

em diregao a estrutura correta (Sanchez e Sali, 1997) (Apéndice A Fig.A.2).
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3.2 Avaliacao dos Modelos

A qualidade do modelo predito determina a informacao que pode ser ex-
traida dele. Assim, estimar a precisao do modelo 3D da proteina é essencial para
interpreta-lo. O modelo pode ser avaliado como um todo, bem como em regioes
individuais, com base na similaridade entre as seqiiéncias do molde e do alvo, ob-
servando residuos importantes em regioes da proteina como o sitio ativo e sua

conservagao (Sanchez e Sali, 1998).

3.3 Dinamica Molecular

Através da técnica de simulacao do movimento de particulas em um sistema,
obtéem-se as flutuagoes das posicoes relativas dos atomos de uma determinada pro-
teina em funcao do tempo. A partir desse conhecimento podem-se obter resultados
da estrutura tridimensional de uma molécula e também fazer inferéncias sobre a

possivel funcao biolégica (Karplus e Petsko, 1990)(Apéncidice A Fig.A.3).

3.4 Modelagem e Dindmica Molecular

3.4.1 Construcao do Modelo da Integrina Alfa6betal

Devido ao grande avango na biologia, surge a necessidade de descrever e
entender a funcao de muitas proteinas em detalhe. Apesar de funcoes de proteinas
serem determinadas experimentalmente, podem também ser determinadas pela
comparagao da sua seqiiéncia com proteinas de fungdes conhecidas (Oliver et al.,
1996). Esta possibilidade é vidvel pelo fato de proteinas de seqiiéncias similares
apresentarem as mesmas fungoes, embora excegdes também ocorram (Orengo et al.,
1994).

Conforme descrito no item 1.6, a integrina alfabbetal é de vital importancia
para fisiologia humana. Este fato nos levou a criar o seu modelo de interagao
para melhor compreender os mecanismos moleculares de acao dessa proteina e

a dinamica do processo de inibicao da mesma. Usando técnicas de modelagem
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por homologia, e dinamica molecular foi gerado o primeiro modelo da integrina

alfabbetal, ADAM2 e ADAMY9 humanas.

3.4.1.1 Busca por Moldes

A fase inicial do processo usando modelagem comparativa, estd primeira-
mente em realizar a busca por seqiiéncias de proteinas determinadas experimen-
talmente que estejam relacionadas a seqiiéncia alvo.

Nesta etapa, foram adquiridas as seqiiéncias primarias da proteina alvo,
através da ferramenta BlastP. Esta ferramenta realiza a comparagao de protei-
nas contra banco de dados especificos (Altschul et al., 1997), e as seqiiéncias que
apresentaram média e alta identidade foram selecionadas.

As seqiiéncias correspondentes aos dominios beta-propeller da cadeia alfa6
(SwissProt - P23229 residuos 1 - 439) e beta-A da cadeia betal (SwissProt P05556
residuos 111 - 334) da integrina humana foram selecionadas para a criagdo do mod-
elo da “cabeca” da integrina alfaGbetal. Posteriormente foi remodelada a cadeia
betal acrescentando a regiao Hybrid (residuos 85 - 444). A estrutura da “cabeca”
da integrina alfavbeta3 (PDB - 1L5G, (Xiong et al., 2002)) foi selecionada como

molde para a construcao do modelo.

3.4.1.2 Alinhamento

De posse das seqiiéncias alvo e das seqiiéncias estruturais do molde, inicia-se
o processo de alinhamento. O programa utilizado para realizar a etapa de alin-
hamento foi o ClustalW através da ferramenta on-line Search-Launcher (Krissinel e
Henrick, 2004) e Boxshade < http : //www.ch.embnet.org/software/ BOX jorm.html >
para o alinhamento miltiplo entre as seqiiéncias do molde (PDB-1L5G /alfavbeta3
e PDB-1TXV/alfallbbeta3)(Xiong et al., 2002; Xiao et al., 2004) e a integrina
alfabbetal (P23229 - P05556) respectivamente.

Para o alinhamento da regiao $-A da “cabeca” da integrina, foi realizado o

alinhamento entre as seqiiéncias betal (P05556) e beta3 (P05106), alvo e molde
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respectivamente, e para a regiao [(-propeller o alinhamento foi entre as seqiién-
cias alfa6 (P23229), alfav (P06756) e alfallb (P08514), tendo em vista averiguar

possiveis divergéncias entre o molde e o alvo.

3.4.1.3 Modelagem

Uma vez realizado o alinhamento, e determinada a estrutura que sera uti-
lizada como molde, segue-se a etapa de modelagem da estrutura tridimensional
propriamente dita. O modelo construido por modelagem comparativa, foi realizado
através da ferramenta MODELLER 8v2. A metodologia da ferramenta calcula as
restrigoes espaciais da estrutura molde e as justapoe a seqiiéncia alvo (item 1.2.1.1).

Nesta etapa foi realizado o alinhamento da estrutura molde (1L5G) com o
alvo, através do script do MODELLER malign.py (Apéndice-B), gerando um ar-
quivo com o alinhamento (arquivo.ali/.pap), que foi utilizado pelo programa como
arquivo de entrada para a construcao do modelo. Apds este alinhamento real-
izado pelo MODELLER, passa-se entao para a construgao automética do modelo,
através do script model.py.(Apéndice-A)

O MODELLER sobrepoe as regioes alinhadas, gerando um conjunto de re-
stricoes espaciais a partir do molde. O programa evita colisdes estéricas, re-
speitando os conjuntos estereoquimicos do modelo através do campo de forca
CHARMM (Sanchez e Sali, 1997).

Ap6s descritas as restricoes espaciais e o primeiro modelo gerado, deve-se
otimizar o modelo estatisticamente (pdf). A otimizagado da estrutura é realizada
através do script otimize.py (Apéndice-B), este ltimo realiza uma melhor min-
imizagao de energia através de Conjugate gradiente para satisfazer as primeiras
restricoes locais e posteriormente utiliza Simulated anneling para otimizar o mod-
elo. A idéia principal desse método é que “aquecendo-se” a molécula, os atomos
adquirirao altas velocidades e energias e quando atingirem a temperatura ambiente,

a estrutura alcanga o seu minimo energético.
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3.4.2 Construcao do Modelo da ADAM2 e ADAM9

No intuito de estudar a interacao das proteinas ADAM2 e ADAMY9 com a in-
tegrina alfaGbetal passamos entao para a etapa de modelagem por homologia para
as seqiiéncias propostas. Através de metodologias in silico foi gerado o primeiro

modelo da estrutura tridimensional para ADAM2 e ADAM9 humanas.

3.4.2.1 Busca por Moldes

O inicio da modelagem comparativa, foi a busca por seqiiéncias de protei-
nas com estrutura determinada experimentalmente e que estejam relacionadas a
seqiiéncia alvo. Nesta etapa, foram selecionadas através da ferramenta BlastP, as
seqiiéncias que apresentam similaridde com as proteinas em estudo.

A seqiiéncia da VAP1 (PDB-2ERP - SwissProt-Q9DGB9 residuos 185 - 610)
foi selecionada como molde para a construcao do modelo, e as seqiiéncias ADAM2

(Q99965 residuos 156 - 617) e ADAM9 (Q13443 residuos 190 - 645) foram os alvos.

3.4.2.2 Alinhamento

O programa utilizado para realizar as etapas de alinhamento foi o Clustal W
através da ferramenta on-line Search-Launcher (Krissinel e Henrick, 2004) e Boxshade
(< http : //www.ch.embnet.org/software/ BOX jorm.html >). Para o alin-
hamento multiplo entre as seqiiéncias do molde (PDB-2ERP - VAP1) e as metalo-
proteases ADAM2 (Q99965) e ADAM9 (Q13443)humanas.

3.4.2.3 Modelagem

A construgao do primeiro modelo da ADAM2 e ADAM9 humanas através da
técnica de modelagem por homologia, foi realizada através da ferramenta MOD-
ELLER 8v2 (item 1.2.1.1).

Nesta etapa foi realizado o alinhamento da estrutura molde (PDB-2ERP)
com o alvo, através do script malign.py (Apéndice-B), gerando um arquivo com

o alinhamento (arquivo.ali/.pap), que foi utilizado pelo programa como arquivo
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de entrada para a construcao do modelo. Apds este alinhamento realizado pelo
MODELLER, passa-se entao para a construcao automatica do modelo, através
do script model.py( Apéndice-B). O MODELLER sobrepde as regioes alinhadas,
gerando um conjunto de restrigoes espaciais a partir do molde.

Apos o primeiro modelo gerado, deve-se realizar a otimizacao da estrutura
que é obtida através do script otimize.py (Apéndice-A). Este ultimo realiza uma
melhor minimizacao de energia através de Conjugate gradiente para satisfazer
as primeiras restricoes locais e posteriormente utiliza Simulated anneling para

otimizar o modelo até atingir o seu minimo energético.

3.4.3 Validacao dos Modelos

Depois de gerados os modelos, a avaliacao da qualidade estereoquimica foi
realizada pelo servidor on-line PROCHECK (Laskowski et al., 1996), programa que
analisa comprimento de ligagao, angulo de ligacao, ligagoes peptidicas e planari-
dade dos anéis das cadeias laterais, torcao dos angulos ¢ e 1 da cadeia principal,

entre outros parametros.

3.4.4 Solvatacao e Equilibrio do Sistema

De posse dos arquivos com as coordenadas dos modelos gerados da integrina
alfabbetal, ADAM2 e ADAMO, iniciou-se o processo de solvatagao e equilibrio
dos sistemas para otimizacao de cada estrutura. As estruturas foram otimizadas
utilizando-se o pacote GROMACS 3.2/3.3.1 (Gréningen Machine for Chemical
Simulations) (Spoel et al., 2005) em precisao simples, em clusters de processadores
Itanium?2 de 1.5 Ghz e rodando em sistema operacional Linux. As simulagoes de
dinamica molecular foram realizadas com os modelos solvatados e centralizados em
uma caixa de dgua octaédrica ou dodecaédrica, com modelo de dgua SPC (Hermans
et al., 1984). Foi aplicado o campo de forca GROMOS96 43al/53a6 (Oostenbrink
et al., 2004).

Cada modelo foi submetido a 500ps de simulacao com o intuito de relaxar a
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estrutura. Posteriormente foram submetidos a mais tempo de simulagao, gerando
um total de 2ns para cada uma das estruturas por separado. Logo apds este
processo foram gerados os complexos de interagao entre as proteinas. As proteinas
isoladas foram submetidas a mais tempo de simulacao, para estudo de flutuacao
nas suas estruturas, finalizando com 10ns para integrina alfa6betal e alfaGbetal-

Hybrid e 9ns para ADAM2 e ADAMO.

3.5 Modelagem da Interagao Alfa6betal-ADAM

3.5.1 Construcao do Complexo Formado pela Integrina Alfa6betal
e ADAM2dsld e ADAM9dsld

A partir do modelo da “cabeca” da integrina alfa6betal, ADAM2 e ADAMO,
todos otimizados por DM, foram construidos os complexos formados pela “cabeca”
da integrina alfa6betal e o dominio tipo-disintegrina e por¢ao N-terminal do dominio
rico em cisteina (dsld) da ADAM2 e ADAMY. O programa MODELLER foi uti-
lizado para a construgao do complexo, utilizando novamente como molde a integ-
rina alfavbetad em complexo com o peptideo RGDF (PDB-1L5G).

A partir do posicionamento inicial da Ser(303) (motivo KTSECD) para
ADAMY e o posicionamento do Glu(305) (motivo SFEECD) para ADAM2 em
contato com o MIDAS, o dominio dsld foi disposto em contato com a integrina.

Cada modelo foi submetido a 500ps de DM para relaxamento da estrutura, a
temperatura de 312K e pressao de latm. A dinamica de producao de dados foi de
23ns de simulacao com precisao simples e em seguida, mais 2ns de simulacao com
precisao dupla para manutencao do equilibrio alcancado com os mesmos critérios

estabelecidos no item 3.4.4 (Solvatacao e Equilibrio do Sistema).

3.5.2 Desenho de Ligantes Peptidicos

Apés 10ns de DM, foi realizada uma anélise prévia da interagdo do com-
plexo integrina alfa6betal-ADAM2dsld e alfabbetal-ADAM9dsld para desenhar

um ligante peptidico pequeno que mantivesse a capacidade de inibicao da integ-
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rina. Foram analisadas as dreas de contato no modelo de interagao, e a conser-
vagao evolutiva dos residuos destas areas. Depois destas analises foram desenhados
os peptideos a partir do loop de interagao com ADAM9dsld. Foram desenhados
4 peptideos a partir da seqiiéncia ( RGKTSE DVPEY N), dos quais um é o
Wt( RGKTSEADVPEY N)eum o scramble A9s ( DERTVGKESPYA N)(gerado
aleatoriamente), A9b ( RSKTDEFDVPEY N)e A% ( RGKTEEWDVPEY N).
As cisteinas destacadas em amarelo foram mantidas para que ocorresse a ligagao
dissulfidica, formando um peptideo ciclico. Estes peptideos sofreram alteragoes em
pontos importantes para interacao com o sitio MIDAS. Destacados em verde foram
os residuos que substituiram os originais, sendo em alguns casos residuos neutros
substituidos por residuos carregados negativamente ou por residuos apolares. No
caso do peptideo A9wt, a cisteina foi substituida por uma alanina para que nao

ocorresse uma ligagao dissulfidica em regiao indesejada.

3.5.3 Construcao do Complexo Formado pela Integrina Alfa6betal-
Hybrid com ADAM9dsld e Peptideos Inibidores.

Em posse destas andlises foi gerado também um complexo com o modelo da
integrina alfa6betal- Hybrid e ADAMO9dsld, para verificar a movimentagao angular
do subdominio Hybrid. Os complexos gerados com os peptideos foram construidos
com a “cabe¢a” da integrina alfa6betal-Hybrid para a validagao da efetividade
dos ligantes peptidicos in silico. A metodologia para o GROMACS foi a mesma
descrita no item 3.4.4.

O sistema formado pelo complexo com a ADAM9dsld foi submetido a 10ns
de DM. J4 os sistemas formados com o complexo alfabbetal-peptideos foram sub-
metidos a bns de DM. A partir da estrutura média do cluster mais representativo,

foram realizadas as analises dos complexos em estudo.
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3.6 Descrigao do Ensaio de migragao “in vitro”

3.6.1 Células

Neste estudo foi utilizada a linhagem CEM de linfécitos T CD4" obtida a
partir de paciente portador de leucemia T (Foley et al., 1965). Tal linhagem foi
mantida em meio de cultura RPMI 1640, contendo L-glutamina, penicilina, bicar-
bonato de sédio 24mM e HEPES 25mM (todos produtos Sigma, St Louis, USA),
10% de soro bovino fetal (SFB - Cultilab, Campinas, Brasil) e 2-mercaptoetanol
(Merck KgaA, Darmstadt, Alemanha). Experimentos anteriores realizados no Lab-
oratério de Pesquisas sobre o Timo (Fiocruz, Rio de Janeiro) mostram a expressao
do receptor de laminina do tipo integrina (alfa6betal - CD49f/CD29), assim como
a capacidade funcional destas células em aderir a laminina,e migrar sobre esta
molécula (Suse Silva-Barbosa Wilson Savino, dados nao publicados). No mo-
mento de sua utilizacao para os ensaios de migracao, tais células foram lavadas e

ressuspensas el meio sem Soro.

3.6.2 Tratamento das Células

Nos experimentos em que foi testado o papel do peptideo bloqueador (A9a)
e seu controle negativo (A9s) sobre a migracao frente a laminina, foram utilizadas
células CEM tratadas com cada um dos peptideos na concentracao de 50ug/106
células. Tal concentracao de células foi ressuspensa em volume final de 1ml de
RPMI, e incubada a 37°C em incubadora de CO2 durante 30 minutos. As célu-
las ndao submetidas a esse tratamento foram mantidas sob as mesmas condigoes.
Decorrido esse periodo as células foram centrifugadas e ressuspensas em 100ul de

RPMI sem soro.

3.6.3 Ensaio de Migracgao n vitro

A capacidade migratoria de células CEM in vitro foi avaliada utilizando-se
camaras de “transwell” (Corning Costar, Cambridge, USA). Essa camara é com-

posta de uma placa de 24 pocos contendo insertos de 6,5mm de diametro com filtro
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(membrana) com poro de 8um (Apéndice A).

As membranas foram inicialmente recobertas com solugao contendo 10ug/ml
de laminina humana (Sigma, Co.) ou albumina sérica bovina (BSA, adquirida da
Sigma Co.), durante 1 hora a 37°C. Decorrido esse periodo, o excesso de material
foi retirado dos insertos que foram entao submetidos a bloqueio utilizando solucao
de PBS/BSA a 0.5%, durante 45 minutos a 37°C. Depois disso o excesso de solugao
foi novamente retirado, e os insertos depositados na placa contendo 600l de RPMI
1640/BSA 1% por pogo. Sobre cada um desses insertos foram adicionadas 106 célu-
las diluidas em 100ul de solugao de RPMI/BSA 1%. As placas foram incubadas
durante 4 horas a 37°C em estufa de CO2. As células que migraram foram recolhi-
das na parte inferior do transwell, centrifugadas, o volume aferido e, em seguida, o
material foi contado utilizando camera de Neubauer, pelo método de exclusao de

células mortas em azul de Trypan.

3.6.4 Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos foi feita utilizando-se analise de var-
iancia (ANOVA) através do programa computacional GraphPad Software, seguido

do teste de Tukey. Valores foram considerados significativos quando p < 0,05.
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Capitulo 4

RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1 Construcao do Modelo da Integrina Alfa6betal

4.1.1 Identificacao e Selegcao da Proteina Molde

A primeira etapa do método foi a identificacao e selecao de pelo menos uma
proteina de estrutura conhecida, que serviu como molde para a determinacao da es-
trutura da proteina alvo integrina alfa6betal. Num primeiro ensaio buscou-se por
similaridade seqiiéncia versus seqiiéncia utilizando BlastP (Altschul et al., 1997)
para comparagao dos residuos de alfa6 (SwissProt P23229) e de betal (SwissProt
P05556) humanas com as estruturas resolvidas experimentalmente por raio X e de-
positadas no PBD ( Protein Data Bank: http : | /www.rcsb.org/pdb/home/home.do).
Este ensaio foi positivo indicando a estrutura da integrina alfavbetad resolvida por
difracao de raio X, com resolucio de 3.2A (PDB 1L5G), (Xiong et al., 2002), apre-
sentando 33% de identidade para a cadeia alfa6 e 54% de identidade para a cadeia
betal.

Os dominios (-propeller e 3-A das integrinas sao responsaveis pela formacao
de uma estrutura globular (“cabega”). No dominio (-propeller pode-se observar
a presenca de 7 subdominios nomeados de D1 a D7, sendo formados cada um
por 4 folhas beta antiparalelas. O dominio 3-A é formado por 6 folhas betas
paralelas, circundada por 8 alfa hélices e o dominio “hybrid” formado por 7 folhas
beta antiparalelas (Fig.4.1-B) (Xiong et al., 2002).

O ion MIDAS, sitio de adesao ao ligante, estd localizado no dominio [-A
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Figura 4.1: Diagrama da Estrutura Extracelular da Integrina AlfavBetad.

MIDAS

B-propeller

Estrutura tercidria da 1L5G integrina alfaVbeta3. A- Estrutura da alfavbeta3 completa. B -
Estrutura da cabega da integrina alfavbeta3d com o subdominio Hybrid.

da “cabe¢a” da integrina (Fig. 4.1 A-B), sendo este ion que coordena diretamente
a cadeia lateral de um dos residuos dcidos dos ligantes para integrina alfavbetad.
Ocorre a presenca de outros dois sitios de ligacao metal dependente, ADMIDAS
e LIMBS que sao requeridos para dar estabilidade a adesao de ligantes, ou seja,
podem atuar como efetores promovendo a adesao, como antagonistas inibindo a

adesao e como seletores dando especificidade de adesao a ligantes (Plow et al.,

2000).

4.1.1.1 Alinhamento das Seqiiéncias dos Dominios (-propeller e 3-A

das Integrinas

Uma vez identificado o molde, a seqiiéncia alvo deve ser alinhada com a se-
quiéncia molde. O objetivo do alinhamento é justapor residuos estruturalmente
equivalentes levando em consideracao caracteristicas estruturais comuns como, por
exemplo, a estrutura secundéria (Fig.4.2). O alinhamento foi realizado a partir do
servidor on-line Search Launcher (Krissinel e Henrick, 2004) e BoxShade (ClustalW
1.8) entre as seqiiéncias alfaV (P06756), alfallb (P08514) e beta3 (P05106) do mod-

elo e a seqiiéncia alvo alfa6 (P23229) e betal (P05556) respectivamente (Fig.4.2 e
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4.3). Informagoes estruturais de alfavbeta3 e alfallbbeta3d encontram-se disponiveis
no site do PBD (1L5G) e (1TXV) respectivamente. Para a cadeia beta a conser-
vacao dos 6 residuos de cisteina na seqiiéncia molde e alvo demonstram a con-
servacao estrutural, o que favorece a utilizagao deste modelo para a técnica de

modelagem por homologia (Fig.4.3).

Figura 4.2: Alinhamento das Seqiiéncias de AlfaV, Alfallb e Alfa6.

alfas 1
alfallb 1
alfav 1

alfas 66 |MBEE-F ; Fi | | IR —
alfalIb 59 : )
alfav 62 (B e X2 i haiaieantid

alfae 169 VAAT
alfaTIbl71 WSS
alfav 159 HEJT

alfas 233 §
alfallbZ34
alfav 221 pi

alfae 297
alfalIbZ94
alfav 281

alfae 356
alfaIIb359
alfav 343

alfas 412
alfalib421
alfav 408

Alinhamento das seqiiéncia de alfaV, alfallb e alfa6. Os subdominios estdo numerados de D1
a D7, as setas representam as fitas beta, os cilindros representam as alfa hélices e os circulos
magenta e verde indicam os residuos responsdveis pelo sitio de ligagao em alfa6 e alfaV (dominio
B-propeller) respectivamente. Residuos responsaveis pelo loop de discriminagao de ligantes no
B-propeller estao demonstrados no circulo rosa. No alinhamento se observam regides em preto
e cinza, designando residuos idénticos ou que apresentam a mesma propriedade fisico-quimica
respectivamente.

De acordo com as caracteristicas eletrostaticas entre as duas cadeias, obser-
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vamos claramente que no loop entre os dominios D2-D3, (responsével pela discrim-
inacao de ligante), ocorrem residuos com propriedades eletrostaticas diferenciadas.
Em alfaV é nitida a presenca de residuos carregados negativamente (SQDIDADG),
enquanto que em alfab ocorre a presenca de residuos carregados positivamente
(GRLRGHEK) (Fig.4.2 e Fig.4.4), observa-se também a substituigao do residuo
Asp da cadeia alfaV pelo residuo Met (Fig.4.2) entre D3 e D4, favorecendo a con-

tatos hidrofébicos e nao eletrostaticos como no caso da alfaV.

Figura 4.3: Alinhamento das Seqiiéncia de Beta3 e Betal.
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Alinhamento das sequéncias de beta3 e betal (dominio $-A). As setas em vermelho indicam
os residuos responsaveis pela coordenagao do ion MIDAS. As regioes destacadas em amarelo
correspondem aos residuos conservados de cisteina. Regides em preto e cinza, designando residuos
idénticos ou que apresentem a mesma propriedade fisico-quimica respectivamente.

O alinhamento correspondente ao dominio -A das cadeias betad e betal
revela uma alta conservagao (54% de identidade) principalmente nos residuos que
sao responsaveis pela coordenacao do ion de magnésio do sitio MIDAS para ambas
as seqiiéncias (setas vermelhas fig.4.3), as cisteinas estdo conservadas, permitindo

com isso a extrapolacao das coordenadas do molde para a estrutura alvo (Fig.4.3).
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Figura 4.4: Representagiao dos Dominios $-A e S-propeller da Integrina.

A
B-A
Loop para et
discriminaga
de ligag

Y.
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A-Representagao dos dominios S-propeller e 5-A da integrina com a regiao responsavel por dis-
criminagao de ligantes destacados em preto; B - C- Cadeia lateral dos residuos responsaveis por
essa discriminacao para alfab e alfaV respectivamente.

4.1.1.2 Construcao do Modelo por Homologia

Neste estudo foi gerado um modelo para uma integrina alfa6betal humana
com base na homologia com a integrina alfaVbeta3 cuja estrutura foi determi-
nada experimentalmente por cristalografia de Raio-X (Xiong et al., 2002) . As
coordenadas da estrutura para a proteina alvo foram geradas através do programa
MODELLER das regioes correspondentes aos dominios (-propeller e (3-A respon-
saveis pelo sitio de ligacao. O resultado deve ser observado com cuidado, havendo,
de qualquer forma, a necessidade de se solvatar e equilibrar o modelo gerado com
ferramentas de dinamica molecular.

Os métodos de construcao do modelo concentram-se na construgao razoavel
do arcabouco estrutural da proteina, porque a homologia fornece essa informagcao

com razoavel seguranca. Na modelagem por homologia automatizada os atomos da
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cadeia lateral podem nao estar corretamente localizados no modelo resultante. A
homologia nao fornece informagoes sobre a orientagao da cadeia lateral, portanto,
a principal tarefa do desenvolvedor do modelo é evitar conflitos de posicionamento
e conformagoes pouco favoraveis, e procurar otimizar as orientacoes das cadeias
laterais dos aminoacidos do modelo.

Foram gerados dois modelos para alfatbetal. Um dos modelos corresponde
somente aos dominio 3-A e B-propeller (Fig.4.5), mas no segundo modelo foi acres-
centado o dominio Hybrid, para verificar sua movimentagao angular com a presenca

e auséncia de ligantes (Fig.4.6).

4.1.2 Validagcao do Modelo

Para que se possa dar continuidade nos experimentos apdés modelagem da
estrutura da proteina, é necessario avaliar a construcao do modelo, procedimento
esse que ird determinar se o modelo é ou nao viavel para estudo.

A regiao de interface entre as cadeias alfa e beta da integrina alfaGbetal
foram calculadas utilizando o servidor PISA < http : //www.ebi.ac.uk/msd —
srv/prot;nt/cgi—bin/piserver >. Os resultados demonstram uma area de contato
de 21.2% entre o dominio (3-A e o dominio 3-propeller da integrina alfaGbetal em
relacdo a 16.8% entre os dominios da integrina alfaVbeta3 (Fig.4.7).

Na sobreposicao estrutural dos modelos representado pelas figuras 4.5 e 4.6,
observamos a principal variacao apresentada no subdominio D2, especificamente
no loop do subdominio CAP entre os residuos 80 e 86 do molde, e uma variacao

no alinhamento entre os residuos 304 e 309 do molde no dominio D5 (Fig.4.5-B).
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Figura 4.5: Sobreposigao da Integrina Alfa6betal com AlfaVbeta3.

[ | alphaé
Hl Atehav
I:l Betal
A - Beta3
304(GSDGKL)309
Subdominio CAP
80{YAKDDPL)86
-Propeller
B
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alphallb
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Sobreposicao da integrina alfa6betal com alfaVbetad demonstrando o dominio [-propeller em
amarelo e preto, cadeias alfa6 e alfaV respectivamente e dominio 5-A cadeias betal e betad em
verde e rosa respectivamente. A principal variacao observada entre as alfa6 e alfaV encontra-
se nos loops do subdominio CAP, loop esse importante para reconhecimento do ligante. As
seqiiéncias divergentes no (-propeller estdo destacadas no circulo alaranjado para alfaV (A) e
retangulo alaranjado no alinhamento (B).

A validacao estereoquimica do modelo para a “cabeca” da integrina com o
dominio 3-A/Hybrid, foi detalhada no grafico de Ramachandran indicando qual-
idade aceitavel para o modelo proposto, uma vez que mais de 78% dos residuos
de aminoécidos modelados (regides mais favordveis) e mais que 17% (regides per-
mitidas) apresentam angulos espacialmente possiveis. Quanto as cadeias lateral e
principal da proteina, estas encontram-se bem posicionadas quando comparadas ao
modelo experimental com a mesma resolugao (32A) A figura 4.8 mostra o grafico

de Ramachandran e os graficos para os parametros da cadeia principal e lateral
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Figura 4.6: Alinhamento Estrutural da Integrina Alfa6betal-Hybrid com AlfaVbeta3-Hybrid.

Alphat6
Alpha¥

Beta1
Beta3

Alinhamento estrutural da integrina alfa6betal com alfaVbeta3 demonstrando o dominio (-
propeller em amarelo e preto, cadeias alfa6 e alfaV respectivamente e 5-A/Hybrid cadeias betal
e beta3 em verde e rosa respectivamente. As esferas vermelhas representam os fons de magnésio.

Figura 4.7: Estrutura da Interface entre as Cadeias Alfa e Beta da Integrina Alfa6betal.

Alphabbeta AlphaVbeta3

Estrutura da interface entre as cadeias alfa e beta da integrina. Os pontos vermelhos e verdes
indicam as regioes de contato entre os dois dominios.
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Figura 4.8: Gréfico de Ramachandran Correspondente & Estrutura da “cabega” da Integrina
com o Dominio 8- Hybrid.
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A-Gréfico de Ramachandran correspondente & estrutura da ”cabeca”da integrina alfa6betalcom
o dominio B- Hybrid. A maior parte dos residuos < 95% se encontram em regides mais favordveis
e regioes permitidas do grafico de ramachandran. B-Grafico de parametros da cadeia lateral e
principal com resolucao em torno de 3.2A.
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para o modelo alfa6betal- Hybrid.

4.1.3 Sitios de Reconhecimento de Ligantes

Um grande nimero de integrinas contém um dominio de cerca de 200 aminoa-
cidos conhecidos como dominio I na subunidade alfa, local este designado como
responsavel na interagao com ligantes (Plow et al., 2000).

Nas integrinas com auséncia do dominio I, ocorre a presenca de uma regiao
localizada no topo das integrinas, formada por um loop da cadeia betal para recon-
hecimento macromolecular chamado SDL (Specificity Determining Loop), e mais
quatro loops localizados na cadeia alfa6 que formam o subdominio CAP. Vérios
autores afirmam que estes sub-dominios conferem a especificidade das diferentes
integrinas a grandes dominios protéicos (Xiong et al., 2002, 2003). Na cadeia alfa6
estd presente mais um loop entre o D2 e D3, também caracteristico por reconhecer
pequenos ligantes (Fig.4.9) (Xiao et al., 2004).

Cations divalentes possuem um papel importante na formacao do sitio de
ligagao, responsaveis por atrair o ligante ao sitio de ligacao através de um residuo
negativamente carregado. Como mencionado acima para a integrina alfaVbeta3
a coordenacgao ao metal divalente no sitio MIDAS é feita pelos residuos Asp119,
Ser121, Ser123, Glu220 e Asp251 (Xiong et al., 2002). Regides da superficie pro-
téica onde se encontram os cations divalentes, apresentam caracteristicas eletroneg-

ativas (Fig.4.10).

4.1.4 Coordenacao dos fons MIDAS, ADMIDAS e LIMBS

As coordenadas dos fons Mn?t presentes na estrutura molde foram conser-
vadas também no modelo, entretanto os fons de Mn?* foram trocados por fons
de Mg?*. Os residuos responsaveis pela coordenacao do MIDAS, ADMIDAS e
LIMBS sao idénticos entre as estruturas alvo e molde, portanto, foi possivel man-
ter a coordenacao. O alinhamento das cadeias betal e beta3 apresentou uma alta

conservacao, sendo que, todos os residuos responsaveis pela coordenagao do MI-
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Figura 4.9: Estrutura da “cabeca” da Integrina Alfa6betal .

-4

CAP-Subdomain "o,

Estrutura da “cabega” da integrina alfabbetal demonstrando os loops de interagdo importantes
para reconhecimento macromolecular. Na cadeia betal o loop SDL (Specificity Determining
Loop)destacado em rosa, responsavel pelo reconhecimento de grandes ligantes , na cadeia alfag,
4 loops sdo responsdveis por formar o subdominio CAP (reconhecimento de grandes ligantes) e
o fon de Mg?* (MIDAS) responsével pela atraciao do ligante.

DAS em beta3 (Xiong et al., 2002), estao alinhados a seus respectivos residuos no
modelo betal.

Foi analisado o perfil eletrostatico dessas regides que circundam os sitios
MIDAS, ADMIDAS e LIMBS, demonstrando a superficie desta regiao carregada
negativamente (Fig.4.10). As regides onde se encontram os residuos responsaveis
pela coordenacao dos ions, sao ocupadas em sua grande maioria por residuos de
Asp, Glu e Ser (Fig.4.11).

Segundo os resultados obtidos par alfavbetad em experimentos cristalogra-
ficos, a coordenacao do MIDAS seria mantida pelos residuos de Ser121 e Ser123
(Xiong et al., 2003). Neste caso, ambas as cadeias laterais das serinas estdo man-
tendo a coordenacgao do cation MIDAS. A carboxila do Glu220 faz parte da coor-
denagao (Fig.4.11). Para o ion ADMIDAS (adjacente ao MIDAS) a coordenagao é
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Figura 4.10: Superficie Eletrostatica da Integrina Alfa6betal.

Regioes mais eletronegativas estao representadas pela superficie vermelha.

primariamente mantida pelos residuos Asp126 e Asp127. Ja no caso do ion LIMBS
a coordenagao ¢ mantida pelos residuos Aspl158, Glu220 e Asp217 (Xiong et al.,
2003).

Na estrutura “fechada” de alfavbetad, uma molécula de dgua completa a
coordenagao do fon metal MIDAS (Fig.4.11-B) juntamente com os residuos de
Thr209 (loop2) e Asp242 (loop3). A conformacao aberta (Fig.4.11-C), apresenta
uma movimentagao do fon de QA, resultando em uma sutil alteracao na coorde-
nacao, a Thr209 agora contata diretamente o ion, enquanto que o Asp242, contata

via molécula de dgua (Xiong et al., 2003).
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Figura 4.11: Coordenacio dos fons ADMIDAS, MIDAS e LIMBS na Integrina Alfavbeta3.

Demonstracao dos residuos responséaveis pela coordenagao nos fons ADMIDAS, MIDAS e LIMBS
no cristal da integrina alfavbeta3. A-B-C Demonstracdo da coordenacao dos fons ADMIDAS,
MIDAS e LIMBS. A cadeia lateral dos residuos responsavel pela coordenagdo sdo mostrado em
ball and stick, 4tomos de oxigénio em vermelho e carbono em verde. O aspartato do ligante estéd
destacado em amarelo ouro. Os residuos Ser121, Ser123 e Glu220 mantém contato direto com o
MIDAS. Os residuos Aspl19 e Asp251 estao a 6A do fon sendo o contato mediado provavelmente
por uma molécula de dgua. O ADMIDAS, MIDAS e LIMBS estdo mostrado pelas esferas rosa,
azul e cinza respectivamente. Moléculas de dgua representadas pelas esferas vermelhas (w).
(Extraido de Xiong et al. (2003))

No modelo obtido para a integrina alfabbetal, a cadeia lateral dos residuos
Asp9, Serll, Serl3, Ser106 e Glul08 sao responsaveis por manter a coordenacao do
ion MIDAS no modelo inicial. O Asp9 e a Ser106 estao com uma distancia de 3.95A
e 4.23A do fon MIDAS respectivamente, sendo o contato mediado provavelmente
por uma molécula de dgua. Apds solvatagao em 5ns de simulagao, os residuos
que estao fazendo a coordenacao do MIDAS sao Asp9, Serll, Serl3 e Glul08,
nesta conformagao ocorre uma movimentacao do residuo Asp9, agora contatando

o fon diretamente, enquanto que a Serl3 faz o contato através de uma molécula
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de agua. Depois de 11ns de simulagao a movimentacao das cadeias laterais dos
residuos favorece apenas o contato dos residuos Asp9, Serll, Aspl7 e Glul08,
sendo o Aspl7 mediado pela agua e a Serl3 perdendo totalmente o contato com o
ion (Fig.4.12).

A coordenacao do ADMIDAS é feita pela cadeia lateral dos residuos Ser13,
Asp16, Aspl7 e Asp138 no modelo inicial, perdendo somente a coordenacao do resi-
duo Ser13 apds 11ns de DM. Por conseguinte a coordenagao do fon LIMBS ¢ feita
pelos residuos Asn103, Aspl105, Prol07 e Glul08 no modelo inicial, sendo man-
tida apds 11ns de DM pelos residuos Aspl105, Pro107, Glul08 e a movimentacao

favoreceu a coordenagao pelo residuo Glu48 (Fig.4.12).

4.1.4.1 Analise de 11ns de Dinamica Molecular da Integrina Alfa6betal

De posse dos modelos para as integrinas Alfa6betal e Alfabbetal-hybrid con-
struidos por homologia, foram inicializadas as simulacgoes.

O estudo do complexo foi pensado para abranger a melhor modelagem pos-
sivel para os sistemas, ou seja, algo o mais proximo possivel de suas condigoes fisi-
olégicas, mas que também pudesse ser executado em tempo computacional viavel.
O tempo total de computacao na ferramenta GROMACS para dinamica molecular
foi de aproximadamente 57 dias.

A solvatagao do sistema com moléculas de agua, de forma a instituir uma ca-
mada de solvente em torno da proteina, numa geometria truncada (para condi¢oes
periédicas de contorno), foi feita buscando-se o menor niimero possivel de molécu-
las de solvente. O tamanho dos sistemas oscilaram entre 90 mil e 100 mil atomos
aproximadamente. O campo de forca utilizado foi o GROMOS96 e os paramet-
ros de carga escolhidos para os residuos foram as representacoes de carga mais
provaveis em pH fisiologico. Estes sistemas foram neutralizados pela substitu-
icdo de moléculas de dgua por fons de cloro (Cl7) nas posigdes mais favoraveis
eletrostaticamente.

Os sistemas tiveram sua energia otimizada através do método de maximo
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Figura 4.12: Coordenacio dos Tons MIDAS, ADMIDAS e LIMBSno Modelo da Alfa6betal.

Asp16
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Agua(om) - Vermelho

Demonstragao dos residuos responsaveis pela coordenacao nos ions ADMIDAS, MIDAS e LIMBS
no modelo da integrina alfavbetad e nos modelos alfa6betal inicial, apés 5ns e 11ns. A cadeia
lateral dos residuos responsaveis pela coordenagao é mostrada em ware, &tomos de oxigénio em
vermelho e carbono em preto. O aspartato do ligante RGD para a integrina alfavbeta3 estd
destacado em amarelo ouro. Moléculas de dgua representadas pelas esferas vermelhas (w).

declive, com raios de corte para Coulomb e van Der Waals iguais a 9&, empregando
se 0 modelo de dgua SPC (Simple Point Charge) flexivel, com um nimero méaximo
de interacoes limitado a 2000. Todos os célculos realizados através do pacote
GROMACS 3.3.1 foram realizados em precisao simples.

As simulagoes de DM foram de 11ns para alfabbetal e 10ns para alfaGbetal-
hybrid para com isto alcancar uma estabilidade conformacional. Foram realizados
10 milhoes de passos com 4t igual a 1fs , a temperatura de 312K , pressao igual a
latm e modelo de agua SPC registrando-se coordenadas espaciais atomicas, ener-

gias e velocidades a cada 10 mil passos (dt=10ps).
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Para o tratamento das interagoes eletrostaticas de longa distancia foi uti-
lizado o método PME (Particle Mesh Fwald) (Shan et al., 2005).

De acordo com a matriz de clusterizagao obtida da trajetéria para as estru-
turas das integrinas alfabbetal e alfaGbetal /hybrid, ndo temos como comprovar a
estabilidade do sistema apds o periodo de 11ns e 10ns de DM respectivamente,
podemos com isso somente averiguar a manutencao de um cluster por um de-
terminado periodo de tempo. Devido a constante mudanga estrutural, seria re-
comendével continuar estas simulagbes por aproximadamente mais 5ns(Fig.4.13;
4.14).

Foi observado para o modelo com o dominio S-hybrid que a conformacgao
demonstra ser mais compactada apdés 10ns de DM, demonstrando que o angulo

de movimentacao do dominio hibrido tenha sofrido alteracao durante a simulacao

(Fig.4.14).

Figura 4.13: Matriz de Clusterizagao da Integrina Alfa6betal.

RMS Deviation / Cluster Index

1
8000

Time (ps)
0 BMSD (nm) 0.487
I ]

Matriz de clusterizacdo para o modelo da integrina alfa6betal sem o dominio hybrid.
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Figura 4.14: Matriz de Clusterizagao da Integrina Alfa6betal- Hybrid.

— T T T T T T
2000 4000 8000 8OO0 10000

Time (ps)
0 RMSD (nm) 0.737
— ]

Matriz de clusterizagao para o modelo da integrina alfa6betal-hybrid.

Os resultados que mostram as flutuacoes conformacionais das estruturas ao
longo das simulagoes podem ser observados pela figura 4.15 (alfabbetal) e figura
4.16 (alfabbetal/hybrid). Os picos observados demonstram regices onde ocorreu
maior flutuagao durante a DM, caracterizando uma maior flexibilidade pontual da
estrutura. O grafico da figura 4.16 para ambas as figuras demonstra o céalculo de

RMSD da trajetéria em comparagao com a estrutura inicial.
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4.2 Construcao do Modelo da ADAM2 e ADAM9

4.2.1 Identificacao e Selegcao da Proteina Molde

A primeira etapa do método da modelagem foi a identificagao e selecao de
pelo menos uma proteina de estrutura conhecida que serviu como molde para a
determinacao da estrutura das proteinas alvo ADAM2 e ADAM9 humanas. Para
identificacao da proteina com estrutura conhecida definida, ou seja, estrutura de-
terminada por cristalografia de raio-X ou NMR, foi realizada uma busca através
da comparacao dos residuos de aminodcidos de ADAM2 (Swiss-Prot - Q99965) e
de ADAM9 (Swiss-Prot - Q13443) humanas na ferramenta BlastP. A busca resul-
tou na identificacao da estrutura da VAP1 ( Vascular apoptosis-inducing protein-1)
(Q9DGBY) resolvida por difracao de raio X, com resolugao de 3.0A, como sendo
adequada para uso como molde (PDB 2ERP) (Takeda et al., 2006).

VAP1 é um homodimero da classe PIII das SVMP isolada do veneno de
Crotalus atrox. A sua estrutura revela que os residuos importantes para a estabi-
lizagao da arquitetura MDC (Metaloprotease, Disintegrina, rico em cisteina) dessa

proteina sao estritamente conservados entre todas as ADAMs (Takeda et al., 2006).

4.2.2 Estrutura da Arquitetura MDC (Metaloprotease, Disinteg-

rina, Rico em cisteina)

A arquitetura MDC da VAP1 é mostrada nas figuras 4.17 A e B. O dominio
metaloprotease (M-) do dimero apresenta seu sitio ativo em diregoes opostas e
uma ponte dissulfeto intramolecular é formada entre os residuos Cys365 de cada
monomero (Fig.4.17-A) (Takeda et al., 2006; Igarashi et al., 2007).

O dominio M é seguido pelo dominio disintegrina (D), que esta subdividido
em subdominios Da - “arm” e Ds - “shoulder” (Fig. 4.17-A).

O dominio Ds é projetado a partir do dominio M fechando o sitio de ligacao
do Ca?T (sitio I), oposto ao sitio catalitico. O dominio D apresenta uma formagao
como um “brago”, juntamente com o dominio rico em cisteina (C), apresentando

uma superficie concava em dire¢ao ao dominio M (Fig.4.17-B) (Takeda et al., 2006;
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I[garashi et al., 2007).

O dominio C é uma continuidade do dominio D e estd subdividido em sub-
dominios Cw “wrist” e Ch “hand” (Fig.4.17) (Takeda et al., 2006; Igarashi et al.,
2007).

A porc¢ao distal do subdominio Ch é uma regiao muito divergente, apresen-
tando grande variacao na seqiiéncia de aminoacidos entre as proteinas da familia
das ADAM /reprolisina e adamalisina. Esta regiao foi designada de HVR (hyper-
variable-region) e tem sido proposto que representa um sitio de ligacdo para recon-
hecimento de alvos (Fig.4.17 e Apéndice A Fig.A.1)(Takeda et al., 2006; Igarashi
et al., 2007).

Figura 4.17: Arquitetura de uma proteina MDC.

Arquitetura de uma proteina MDC. A - Dimero da proteina VAP1, demonstrando dominio M,
subdominio Ds, Da, Cw e Ch e regido HVR, mostrados somente em um mondémero nas cores,
vermelho, amarelo, cinza, azul claro, pink, verde e anil respectivamente. Os fons de Zinco e Célcio
sao representados por esferas vermelhas e preta respectivamente. B - Representacao estéreo do
monodmero ( Extraido de Takeda et al. (2006).

As seqiiéncia RGD e ponte dissulfeto inter-cadeia descritos na estrutura uti-
lizada como molde (VAP1), podem ser observadas no esquema de representagao
da arquitetura modular das proteinas SVMPs e ADAMs (Apéndice A Fig.A.1).

Ambos os dominio Ds e Da contém um sitio de ligacao ao cdlcio denominados

sitio II e sitio III.
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Os residuos Glu412, Glu415 e Asp418 através de um grupo carboxila, e os
atomos do oxigénio carbonil dos residuos Asn408, Val405 e Phe410 estao envolvi-
dos na coordenacao bi-piramidal pentagonal e constituem o sitio II de ligacao do
Ca", representado no subdominio Ds (Fig.4.17-A e 4.18) (Takeda et al., 2006).
Notavelmente esses residuos sao muito conservados entre todas as ADAMs.

Entretanto o grupo carboxila da cadeia lateral do Asp469, Asp472 e Asp483,
e o oxigénio carbonil da Met470 e Argd84 formam a coordenacao bi-piramidal
pentagonal da ligacao do calcio do sitio III e esta representado no subdominio Da

(fig.4.18 e 4.19) (Takeda et al., 2006; Igarashi et al., 2007).

Figura 4.18: Dominio tipo-disintegrina de VAP-1.
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. . H"\a Bl
[ Tge :; : _
J | ™ "
PP N408 - - lD41 N408
od E415- B8 Ea12 wad | PEats E412
g’ C430/C417 =T pe ! C430/C417 II
- - s [
CasaCa2o(X__ C452/C429/ gy
£410 F410
D AN
C443/C449 ) 0443044}\ ~J
AV -
/ 4 \ ( 't
, ..J | Ca61/C48t . C461/C481
" .u. & : : M‘ ‘ ':
V7 Dq',ri \lj D483 V f.-" D473 0453
c-m.—ca;im Y q III Ca74/ 04;.?34 Q ITI
o™ d §)\D4s9 "‘v’ ‘; D469
T he a ~
M}m \“\ ) mezo (Vb )
. B ) . » .
wzo b /¢ uazo \_Zp /¢
CJ-S&'CJQQ-}Y__'_ C492/C504 C468/C499 | P9 C492/C504

Ay, \' 9 AV, X

\

Dominio tipo-disintegrina de VAP-1. Dominios Ds, Da e Cw sdo mostrados em azul claro, rosa
e verde claro, respectivamente. Os residuos responsaveis pela coordenagdo dos fons de célcio e
pelas pontes dissulfetos, sdo mostrados em vermelho e verde respectivamente. Os residuos que se
apresentam sublinhados estao com os atomos de oxigénio carbonil coordenando o fon de célcio,
este representado pelas esferas pretas (Takeda et al., 2006).
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4.2.3 Alinhamento das seqiiéncias ADAM2, ADAM9, ADAM23,
VAP1 E VAP2

Para uma melhor andlise das estruturas homélogas entre as SVMPs e as
ADAMs, foi realizado o alinhamento entre a seqiiéncia da ADAM2 , ADAM9 e
ADAM23 humanas e as SVMPs VAP1 e VAP2.

Através da comparacao entre seqiiéncias de varias ADAMs, observa-se que
existem caracteristicas de alta similaridade uma em relacao a outra, porém pode-
se observar variagoes representativas entre as proteinas alinhadas, sendo possivel
essas variagoes interferirem no reconhecimento de seus diferentes ligantes.

Apé6s o alinhamento entre as sequéncias correspondentes, foram realizadas
as andlises das regides importantes como a identificagao do sitio ativo da proteina,
responsavel pela atividade metaloprotease (HEXHXHXXGXXHD). Um ponto im-
portante ressaltado foi a auséncia das trés histidinas do sitio catalitico dependentes
de zinco para ADAM2 e ADAM23. Estas histidinas coordenam o zinco responsavel
pela atividade enzimatica da proteina. Isto sugere que estas proteinas apresentem
somente atividade de adesao, tendo perdido sua atividade protease.

Pode-se observar através do alinhamento regides importantes onde estao
destacados os residuos que fazem a coordenagao dos ifons de calcio responsaveis
pela manutengao da estrutura. No sitio II de ligagao ao célcio os residuos sao
conservados para todas as seqiiéncias. Ja no sitio III os residuos apresentam maior

variagao (Fig.4.19).
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4.2.4 Validacao do Modelo

A qualidade do modelo predito determina a informacao que pode ser extraida
dele. O modelo pode ser avaliado com um todo, bem como em regioes individuais,
com base na similaridade entre as seqiiéncias do modelo e do alvo. Um requeri-
mento bésico para um modelo é ter uma boa qualidade estereoquimica.

A qualidade estereoquimica do modelo foi entdao avaliada com o programa
PROCHECK e visualizada através do grafico de Ramachandran e do gréafico dos
parametros estereoquimicos para a cadeia lateral e principal. Os graficos indicam
uma boa qualidade para os modelos propostos, sendo que as taxas de ocupacao
no grafico para as regioes mais favoraveis e regioes permitidas apresentam mais
de 96% (ADAM?2) (Fig.4.20) e mais de 97% (ADAM9) (Fig.4.21) dos residuos de
aminoacidos modelados sendo estes angulos espacialmente possiveis, ou seja, estao
dentro das regioes estatisticamente favoraveis do grafico. A avaliagao estrutural
das cadeias principal e lateral de acordo com os parametros estereoquimicos con-
siderados pelo PROCHECK esta satisfatoriamente bem posicionada, quando com-
parados a estruturas experimentais com a mesma resolugao (no caso 3A) (Fig.4.20
e 4.21). Estes resultados, em conjunto com os resultados observados no grafico
de Ramachandran mostram que o modelo obtido é viavel para continuidade do
estudo.

A estrutura da ADAM9 apés modelagem pode ser observada na figura 4.22,
um mondmero formado pelos dominios metaloprotease (M) com a presenca do
fon de zinco, pelo dominio tipo-disintegrina (D), subdividido em Ds e Da com a
presenca de dois ions de calcio um em cada subdominio e o dominio rico em cisteina
(C).

Para uma melhor visualizagao da estrutura modelada em relagao ao molde,
geramos uma figura com a sobreposicao das estruturas VAP1 e ADAM (Fig.4.23-
A). Observam-se poucas variagoes no enovelamento da proteina. Estas variagoes
geralmente presentes em regices de loops, sao caracteristicas das zonas hipervar-

iaveis entre as seqiiéncias homologas. Ambos os subdominios Da e Ds foram mod-
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Figura 4.20: Grafico de Ramachandran e Gréfico de Parametros da Cadeia Lateral e Cadeia
Principal da ADAM?2.
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Figura 4.21: Grafico de Ramachandran e Gréfico de Parametros da Cadeia Lateral e Cadeia
Principal da ADAMO.
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Gréfico de Ramachandran e grafico de parametros da cadeia lateral e cadeia principal correspon-
dente ao modelo da ADAMY9. Apds a modelagem pode se observar que a maioria dos residuos da
estrutura encontra-se em regices favoraveis (vermelho) e regides permitidas (amarelo).

elados inicialmente com o sitio de ligacao ao fon de célcio.

88



Figura 4.22: Diagrama Modular da ADAMY.

CaZ

Diagrama da ADAM9 demonstrando os dominios metaloprotease (M), Disintegrina-like (Da -
“arm”, Ds - “shoulder”), rico em cisteina (C) e loop reativo. Os fons de célcio e zinco estao
representados pelas cores amarelo e vermelho respectivamente.

No dominio M esta localizado o fon de Zinco que confere a proteina atividade
catalitica, como pode ser observado para o modelo da ADAM9. Para o modelo
da ADAM2 néao é apresentado o fon de zinco do dominio M, sendo esta proteina
inativa. (Fig.4.23-A). Muitas ADAMs apresentam adicionalmente dominio EGF-
like, transmembrana e citoplasmatico, sendo associadas & membrana (Fig.4.23-B).

Sabe-se da importancia dos fons de cédlcio para a manutencao da estrutura
do dominio tipo-disintegrina das ADAMs. O subdominio Da apresenta um sitio de
ligacao ao calcio, responsavel pela manutencao do loop reativo da proteina VAP1
(Fig.4.24-A-D). A coordenacao do fon de cdlcio do sitio III na estrutura molde
(VAP1) é mantida pela ligacao do grupo carboxila da cadeia lateral dos residuos
Asp469, Asp472 e Asp483 e pelo oxigénio carbonil da Met470 e Argd84 (Fig.4.24-
B-D), (Takeda et al., 2006). J& na estrutura alvo (ADAM2) a coordenacao é
mantida pelo grupo carboxila da cadeia lateral dos residuos Asp298, Glu301 e e
pelo oxigénio carbonil da Leu299 Asn313 e His314 (Fig.4.24-C-D).

No dominio tipo-disintegrina ocorre a presenca de 15 residuos de cisteina jun-
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Figura 4.23: Sobreposigao da Estrutura da VAP1 e ADAM-Humana.
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A-Sobreposigao da estrutura da VAP1 e ADAM-Humana demonstradas em violeta e verde respec-
tivamente. B-Estrutura completa de uma proteina ADAM demonstrando os dominios metalo-
protease inativa, dominio tipo-disintegrina, rico em cisteina, EGF-like, transmembrana e dominio
citoplasmatico.

tamente com mais trés residuos na porcao N-terminal do dominio rico em cisteina
(subdominio Cw) levando & formacao de 9 pontes dissulfetos em um rearranjo es-
trutural do dominio responsavel por se ligar a proteina alvo, mantendo como dito
anteriormente a estrutura do loop reativo (Fig.4.24-D).

A cisteina do triplete ECD (Cys466) é responsével pela formacgao de uma
ligacao dissulfidica com outro residuo adicional de cisteina (Cys498) presente no
subdominio Cw (Igarashi et al., 2007).

Os dominios tipo-disintegrina possuem dois residuos cisteina adicionais, quando
comparados com as disintegrinas-RGD e, portanto, o arranjo de pontes dissulfetos
entre estas proteinas parece ser diferente. Uma hipdtese seria a de que uma destas
cisteinas estaria envolvida em uma ligacao dissulfeto entre a regiao amino-terminal
do dominio tipo-disintegrina e o dominio proteolitico. O segundo residuo cisteina

faz parte de outra ligacao dissulfeto com o dominio rico em cisteina. Este arranjo
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Figura 4.24: Comparagao do Dominio Tipo-disintegrina (subdominio Da e Ds) das Protefnas
ADAM2, ADAM9 e ADAM23 Humanas e SVMPs VAP1 e VAP2 da Classe PIII.
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Comparagido do dominio tipo-disintegrina (subdominio Da e Ds) das proteinas ADAM2, ADAM9
e ADAM23 humanas e SVMPs VAP1 e VAP2 da classe PIII. A- alinhamento estrutural do loop
reativo do subdominio Da da VAP1 e ADAM?2h representado em azul e vermelho respectivamente,
com o sitio-IIT de ligacdo ao cédlcio ; B- representacao das coordenadas do fon de célcio (esfera
preta) da estrutura modelo (VAP1-SVMP); C- coordenacao do fon de cdlcio (esfera preta) da
estrutura da ADAM2h; D- alinhamento entre as proteinas ADAM2, ADAM9 e ADAM23 humanas
e VAP1 e VAP2 das SVMP. Os sitios de ligacdo ao Ca?*t sdo representados por uma barra
vermelha com os residuos responséaveis pela coordenacao destacados em vermelho. Somente no
caso da estrutura modelo (VAP1), os residuos responsdveis pelo triplete do loop reativo estao
destacados por um retangulo azul, e os residuos de cisteina que sao responsaveis pelas ligacoes
dissulfidicas estao destacados em amarelo.

forma uma estrutura continua, interconectada por pontes dissulfetos entre a regiao
espagadora e os dominios tipo-disintegrina e rico em cisteina (cisteina-rich). Além
disso, a presenca do residuo cisteina adicional na seqiiéncia ECD tornaria a topolo-
gia do dominio tipo-disintegrina nesta area bastante diferente daquela observada
nas disintegrinas-RGD (Jia et al., 1997), levando com isso a uma conformagao

diferenciada do loop reativo (Fig.4.24-D).
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4.2.5 Analise da Arquitetura Estrutural Proposta para as Proteinas

ADAM2 e ADAMY9 apés Dinamica de 2ns

De posse dos modelos para as proteinas ADAM2 e ADAM9 construidos por
homologia como descrito acima no item 4.2, foram inicializadas as simulagoes.

O estudo do complexo foi pensado para envolver a melhor modelagem pos-
sivel para os sistema ADAM2 e ADAMY, isto é, algo o mais préximo de suas
condigoes fisioldgicas, mas que atendesse ao objetivo deste estudo. O tempo to-
tal de computagao na ferramenta GROMACS (Spoel et al., 2005) para dinamica
molecular foi de aproximadamente 8 dias.

A solvatacao com moléculas de dgua, de forma a instituir uma camada de
solvente em torno da proteina, numa geometria truncada (para condi¢oes periédi-
cas de contorno), seria feita buscando-se o menor nimero de moléculas de dgua
possivel. O tamanho dos sistemas ficaram oscilando entre 60 mil e 65 mil atomos
aproximadamente para ADAM9 e ADAM2 respectivamente.

O campo de forga utilizado foi 0 GROMOS96 (Oostenbrink et al., 2004)e
os parametros de carga escolhidos para os residuos foram padroes, isto é, repre-
sentacoes de carga mais provaveis quando do residuos em pH fisiologico. Estes
sistemas foram neutralizados pela substituicao de moléculas de agua por fons de
cloro (C17) ou sdédio (Na™) nas posi¢oes mais favoraveis eletrostaticamente.

Os sistemas foram otimizados através do método de maximo declive, com
raios de corte para Coulomb e van Der Waals iguais a QA, empregando se o modelo
de dgua SPC sem restricoes com um nimero maximo de interagoes limitado a
2000. Todos os célculos realizados através do pacote GROMACS 3.2.1/3.3.1 foram
realizados em precisao simples.

As simulagoes de DM para cada uma das proteinas foram de 500ps com
restricao para todas as interagoes (all-bonds) para acomodacao da estrutura e pos-
teriormente foram acrescentados mais 1.5ns de DM para com isto alcancar uma
estabilidade conformacional. Condigoes: 2 milhoes de passos com dt igual a 1fs | a

temperatura de 312K e pressao igual a 1atm, modelo de dgua SPC, registrando-se
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coordenadas espaciais atomicas, energias e velocidades a cada 5 mil passos. Para o

tratamento das interagoes eletrostaticas de longa distancia foi utilizado o método

PME (Particle Mesh Ewald) (Shan et al., 2005).

Figura 4.25: Matriz de Clusterizagdo da ADAM2.

RMS Deviation / Cluster Index

g
@
E
=

— T T T T
500 &0 1100 1400 1700 2000
nme (ps)

0 RMSD (nm) 0.587
[

atriz da clusterizagao para a proteina ADAM2 durante o periodo de 2ns de DM, com especificagao
da estrutura inicial e final.

De acordo com as matrizes de clusterizagao observamos que ocorreu a for-
macao de um novo cluster por volta de 1.8ns para ADAM2 (Fig.4.25) e 1.9ns para
ADAMY (Fig.4.26). Nao temos como comprovar a estabilidade do sistema, somente
verificar a manutencao de um cluster por um determinado periodo de simulagao,
mas pela constante mudanca estrutural é recomendavel continuar estas simulacoes
por pelo menos mais 5ns. Foi notada ainda a abertura gradativa da arquitetura
MDC, sugerindo que a estrutura real das ADAMs é menos compacta que o repre-
sentado pelas estruturas resolvidas por raios-X de VAP1 e VAP2 (Takeda et al.,
2006; Igarashi et al., 2007).

Os resultados que mostram as flutuagoes conformacionais das estruturas
ao longo de suas respectivas dinamicas podem ser observados pela figura 4.27

(ADAM2) e figura 4.28 (ADAMY9). Os picos vistos em cada grafico indicam os

93



Figura 4.26: Matriz de Clusterizagao da ADAMY.

RMS Deviation / Cluster Index
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Matriz da clusterizacao para a proteina ADAM9 durante o periodo de 2ns de DM, com especifi-
cagao da estrutura inicial e final.

pontos onde houve maior flutuacao durante a dinamica, caracterizando uma maior
flexibilidade da estrutura no local. Como os picos nunca ultrapassam a 5A, ficando
a grande maioria num valor inferior a 3A, somente o dominio rico em cisteina ap-
resenta maior flexibilidade durante a simulacao.

A partir desses dados pode se concluir que os modelos ainda nao apresentam
estabilidade, pois a arquitetura MDC esta se abrindo e ocorrendo a formagao de

novos clusters para ambas as proteinas.

4.2.6 Escolha do Dominio ADAMdsld para Modelagem da Interagao
de ADAM2 e ADAM9 com a Integrina Alfa6betal

Disintegrinas sao proteinas (40 a 90 aa) isoladas tipicamente de veneno de
serpente. Apresentam uma seqiiéncia de reconhecimento Arg-Gly-Asp (RGD) re-
sponsavel pela inibicao da agregagao plaquetaria através da ligacao com a integ-
rina alfallbeta3d (Apéndice A Fig.A.1) (Calvete, 2005; Xiong et al., 2002). ADAMs

sao as Unicas proteinas de superficie celular que apresentam dominio disintegrina
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Figura 4.27: Gréfico da Flutuagao da Estrutura de ADAM?2.
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Gréfico da flutuacao do sistema durante a simulacao, representada pelo RMSD. A barra abaixo
representa os respectivos dominios em relagao aos residuos do grafico.

(Takeda et al., 2006). Entretanto, a seqiiéncia RGD das disintegrinas é usual-
mente substituida por XXCD nas ADAMs e seu potencial de adesao a diferentes
integrinas tem sido controverso (Takeda et al., 2006). Ambos os dominios tipo-
disintegrina e rico em cisteina das ADAMSs estao envolvidos nas interagoes proteina-
proteina (Gaultier et al., 2002), entretanto, os detalhes de interac¢ao sao indefinidos,
pois nenhuma informagao estrutural se encontra disponivel para o dominio C das
ADAMs (Takeda et al., 2006).

Depois de realizada modelagem e posteriormente dinamica das proteinas
ADAM2 e ADAMY, realizamos a separacao do dominio tipo-disintegrina de ADAM?2
(residuos GIn229 - Gly320) e ADAMY9 (residuos Ala225 - Gly314) e regido N-
terminal do dominio rico em cisteina de ADAM?2 (residuos His321 - Ser336) e
ADAMO (residuos Tyr315 - Tyr330). A regido N-terminal do rico em cisteina foi
preservada para manutencao da ligacao da cisteina do motivo ECD, o qual forma

uma ponte dissulfeto com outra cisteina presente no dominio rico em cisteina. Esta
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Figura 4.28: Gréfico da Flutuagao da Estrutura de ADAMO.
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Gréfico da flutuagao do sistema durante a simulagao, representada pelo RMSD. A barra abaixo
representa os respectivos dominios em relagao aos residuos do grafico.

ligacao estd envolvida na conformacgao do loop reativo da proteina.

As disintegrinas sao proteinas capazes de se ligar as integrinas e interferir de
iniimeras maneiras com sua fungao. O termo disintegrina foi inicialmente proposto
em 1989, para descrever um grupo de peptideos ricos em cisteina e de massa molec-
ular entre 5 e 9 KDa, os quais interagem com as integrinas presentes na superficie
celular (Gould et al., 1990; Niewiarowski et al., 1994). Estas moléculas foram orig-
inalmente descritas em veneno de serpente (SVMP), como potentes inibidores de
agregagao plaquetdria (Gould et al., 1990; Niewiarowski et al., 1994). De acordo
com experimentos realizados com venenos de serpente (Trimeresurus gramineus,
Agkistrodon rhodostoma) (Ouyang e Huang, 1983; Huang et al., 1984; Ouyang e
Huang, 1984; Huang et al., 1987) pesquisadores comprovaram a inibigao da ligagao
do fibrinogénio a plaquetas ADP-estimuladas por ligagao a glicoproteina IIb/IIla

(integrina AphallbBeta3) na superficie plaquetéria.
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A partir deste conhecimento através da literatura de um inibidor para inte-
grina, nossa estrutura de estudo foi especialmente desenhada para a modelagem
do complexo integrina alfabbetal-ADAMdsld, por ser conhecido que o dominio
disintegrina das ADAMs apresenta homologia com as SVMPs. O intuito foi apre-
sentar esta estrutura como um potente inibidor /competidor do sitio de ligacao das
integrinas.

Na figura 4.29-A podem ser observados os residuos responsaveis pela for-
macao das ligagoes dissulfidicas. Os residuos de cisteina sao bem conservados
entre as estruturas alinhadas, favorecendo a manutencao estrutural do dominio. A
sobreposicao do dominio tipo-disintegrina da VAP1(molde) e ADAM2/ADAM foi
realizada com o intuito de se observar possiveis diferencas no loop de interacao com
o célcio do sitio III (Fig.4.29-B). Através do alinhamento (Fig.4.29-C) ¢ vista uma
substituicao de um dos Asp do sitio III de ligacao ao calcio, sendo este substituido

por uma Asn para ADAM2.

4.3 Modelagem dos Complexos Integrina Alfa6betal-ADAM2/ADAM9

4.3.1 Construcao do Modelo de Interacao da Integrina Alfa6betal-
ADAM2dsld e ADAM9dsld

Apés solvatagao e equilibrio do sistema da integrina alfa6betal e do modelo
da ADAM2 e ADAM9 ambas humanas, foi entao construido o modelo do complexo
para o estudo do mecanismo de adesao integrina alfabbetal-ADAM?2, alfaGbetal-
ADAMY e suas interagoes.

O modelo do complexo foi construido somente com a cabeca da integrina
alfabbetal e o dominio tipo-disintegrina e a porcao N-terminal do dominio rico
em cisteina (dsld) da ADAM2 e ADAMY9. A escolha da regiao do dominio rico
em cisteina das ADAMSs foi determinada pela formacao de uma ligagao dissulfidica
entre os dois dominios D e C (Fig.4.29-C). Definimos trabalhar especificamente
com esta regiao da integrina e ADAM pela interagao existente entre o dominio

tipo-disintegrina e a integrina. Esta interacao esta fortemente relacionada com
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a disruptura da ligagao de integrinas com a matriz extracelular e a competicao
pelo sitio de ligagao destas. As interagoes e os efeitos bioldgicos do dominio tipo-
disintegrina envolvem o bloqueio da agao de ligantes, como por exemplo a laminina,
que é um ligante especifico para alfabbetal.

Bigler et al. (2000) demonstraram que um céation divalente (sitio MIDAS)
poderia ser coordenado pelo motivo de ligagao ECD. Esta condicao auxilia a ob-
servacgao de que um residuo écido é importante para a ligacao de integrinas. De
acordo com a literatura, um bom inibidor requer no minimo um dos residuos acidos

(D ou E) adjacentes a cisteina conservados (Gupta et al., 1996).

Figura 4.29: Dominio Tipo-disintegrina de ADAM2 e ADAMO9.
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A-Dominio tipo-disintegrina de ADAM2 e ADAMY9. Os residuos responséaveis pelas pontes dis-
sulfetos, s@o mostrados em verde. B-Sobreposicdo de ADAM2 e ADAM9 com VAP1. C- Alin-
hamento do dominio tipo-disintegrina e regiao N-terminal do dominio rico em cisteina. Os sitios
de ligacdo ao Ca?"T sdo representados por uma barra vermelha com os residuos responséveis pela
coordenagao destacados em vermelho. Somente no caso da estrutura modelo (VAP1), os residuos
responsaveis pelo triplete do loop reativo estao destacados por um retangulo azul. Residuos de
cisteina que sao responsaveis pelas ligagoes dissulfidicas estao destacados em amarelo.

Um dos pontos importantes que tentamos manter para a selecao da estrutura
do dominio inibidor foram os 15 residuos de cisteina presentes nos subdominios

Da - “arm” e Ds “shoulder” (dominio D), juntamente com mais trés residuos de
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cisteina na porgao N-terminal do subdominio Cw, sendo esta uma continuidade
do dominio D. (Fig.4.29-A). A manutengao desta regiao é importante para um
rearranjo estrutural do dominio responsavel pela adesao a proteina alvo.

Sabe-se da importancia do calcio para a manuten¢ao do dominio tipo-disintegrina
das ADAMSs, sendo também esses fons mantidos durante a selecao da regiao rep-
resentada como ligante para alfa6betal. Os subdominios Ds e Da apresentam um
sitio de ligacao ao célcio, sitio II e sitio IIT respectivamente (Fig.4.29-A-B).

Os residuos que mantém a coordenacao do calcio no sitio III diferem em um
aminodcido entre a ADAM2 e ADAMY, sendo o aspartato (D) substituido por uma
asparagina (N) (Fig.4.29-C), podendo ou nao levar a uma conformacao estrutural
diferenciada entre as ADAMs. Os cétions divalentes na integrina possuem um
papel fundamental na formacao do sitio de ligacao, responsavel pela atracao de
residuos do ligante carregados negativamente ao sitio de ligacao.

O modelo do complexo alfabbetal-ADAM2dsld, foi construido a partir do
posicionamento do Glu305 (motivo SFE) em contato com o sitio MIDAS (distancia
2.65A)7 sendo o dominio dsld disposto em contato com a integrina alfabbetal. Para
o complexo alfabbetal-ADAM9dsld, o modelo foi gerado a partir do posicionamento
da Ser303 (motivo KTS) em contato com o MIDAS (distancia 3.05A). O modelo
criado prové um melhor entendimento sobre a conformagcao espacial e possivelmente
um melhor esclarecimento sobre as interacoes entre ligantes naturais e moléculas

antagonistas.

4.3.2 Coordenacao dos fons MIDAS, ADMIDAS e LIMBS para o
Complexo Alfa6betal-ADAM2dsld

Como descrito para o modelo da integrina alfa6betal, os residuos que par-
ticipam da coordenagao dos fons Mg?" presentes na estrutura molde (alfavbeta3)
foram conservados também no modelo, entretanto o residuo glutamato (motivo
SFE) do ligante(dsld) foi posicionado em contato com o sitio MIDAS.

No modelo de interagao obtido para a integrina alfa6betal em contato com o
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dominio ADAM2dsld, a cadeia lateral (grupo carboxila) dos residuos Asp9, Glul08,
o grupo hidroxila da Serll e Serl3, e o grupo carboxila do Glu308 do ligante (
motivo SFEECD) que se encontram a distancias de 2.63A e 2.65A do MIDAS,
sdo responsaveis pela manutengao da coordenacao no modelo inicial (Fig.4.30). A
coordenacao do residuo Asp9 (3.81A) provavelmente é mediada por uma molécula
de dgua. A coordenagao para o fon ADMIDAS (adjacente ao MIDAS) é mantida
pelos oxigénios carboxilicos dos residuos Asp9, Aspl6 e Glu309 (motivo ECD)
do loop reativo da ADAM2dsld, sendo também o oxigénio carbonila da Serl3 o
responsavel pela manutencao da coordenacao.

As carboxilas dos aminoacidos Glu48, Glul08 e Aspl05 sao responsaveis
pela coordenagao do cétion LIMBS juntamente com o carbonil do residuo Asn103,
Aspl05 e Prol07 (Fig.4.30).

Apos 12ns de simulagao os residuos que sao responsaveis pela coordenacao do
MIDAS sofreram algumas alteragoes, sendo este coordenado pelo grupo hidroxila
do residuo Ser13, onde anteriormente era mantida pela carbonila. A Asn103 passa
a coordenar apos 12ns o ion MIDAS, em relacao a estrutura inicial. O Glul08 e
0 Glu308 (motivo SFEECD) do ligante ADAM2dsld (distancia de 1.92A e 2.01A)
continuam em contato com o MIDAS, caracterizando um melhor posicionamento
em relacao ao modelo inicial.

Mais tempo de simulacao foi executado para este complexo e o monitora-
mento durante a DM mostra uma nova alteracao na manutencao da coordenacao
do fon MIDAS (Fig.4.30). Este fon, continua a ser coordenado pelos mesmos
residuos e também pela Serll que volta a fazer parte da coordenagao do cation
divalente.

Apo6s um total de 25ns simulacao os fons ADMIDAS, MIDAS e LIMBS
apresentam uma coordenacao mais “estavel” quando comparados ao modelo inicial.
Observa-se para 0 ADMIDAS que ele perde contato com o residuo Glu309(ECD)
do ligante, sendo coordenado pelos residuos Aspl6, Aspl7 e Aspl38 e o LIMBS

sendo mantido pelos residuos Glu48, Asn103, Asp105 e Glul08 (Fig.4.30).
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Podemos inferir através do grafico de flutuagao dos fons (Fig.4.30), que estes
se estabilizaram em torno de 11ns, havendo pouca flutuacao durante a trajetéria
a partir deste tempo. O ifon ADMIDAS apresenta maior flutuagao, porém, nao
perde o contato com os residuos responsaveis pela sua coordenacao se comparado
com os resultados para a estrutura cristalografica alfavbeta3 (1L5G) (Xiong et al.,

2002).

4.3.3 Coordenacgao dos fons MIDAS, ADMIDAS e LIMBS para o
Complexo Alfa6betal-ADAM9dsld

A conservacao da coordenacao dos ions para o complexo alfabbetal-ADAM9dsld
foi mantida de acordo com o molde da alfavbetad em complexo com RGD (Xiong
et al.,, 2002). Como descrito anteriormente, sendo o residuo Ser (motivo KT-
SECD)do ligante posicionado em contato com o MIDAS.

No modelo obtido para a integrina alfa6betal em contato com o dominio
ADAMOdsld, a cadeia lateral (grupo carboxila) do residuo Glul08, o grupo hidrox-
ila dos residuos Serll, Ser13 e da Ser303 do ligante (motivo KTSECD) que se en-
contra a uma distancia de 3.05A do MIDAS, sao responsaveis pela manutencao da
coordenagao no modelo inicial (Fig.4.31). A coordenagao do cation divalente AD-
MIDAS é mantida pelos oxigénios carboxilicos dos residuos Asp16, Aspl7, Asp138
da porc¢ao N-terminal do dominio rico em cisteina. Ja a Serl3, Cys342 e GIn343
do ligante fazem a coordenacgao pelos oxigénios carbonila. A carboxila do Glu48 e
Glul108, mantém a coordenacgao do cation LIMBS juntamente com o carbonil dos
residuos Asnl103, Ser106 e Pro107 (Fig.4.31).

Apo6s um periodo de 12ns de simulacao de DM estes fons sofreram uma
modificacdo nos residuos responsaveis pela sua coordenagao (Fig.4.31). Alguns
residuos estao melhor posicionados e outros perderam o contato com os ions e
passaram a realizar um outro tipo de interagao dentro do complexo estrutural.

Verificamos que o fon MIDAS continua a ser coordenado pelo grupo hidrox-

ila da Serll e Serl3 e o oxigénio carboxilico do Glul08, sofrendo uma melhor aco-
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Figura 4.30: Coordenagao dos Cations Divalentes ADMIDAS, MIDAS e LIMBS.
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Demonstragao dos residuos responsaveis pela coordenagao nos ions ADMIDAS, MIDAS e LIMBS,
no modelo da integrina alfabbetal-ADAM2dsld inicial, apds 12ns , 23ns e 25ns. A cadeia lateral
dos residuos responsaveis pela coordenagao é mostrada em ware. Atomos de oxigénio em vermelho
e carbono em preto. O glutamato do ligante ADAM2dsld estd destacado em rosa. Gréfico de
flutuagao para os fons da cadeia 5-A da integrina alfa6betal durante 25ns de simulagdo de DM.

modagao (aproximagao) em relacdo ao modelo inicial. O MIDAS sofreu a perda
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da coordenacao da Ser303 (motivo SECD) do ligante, mas outro residuo do loop
reativo da ADAM9dsld passou a coordenar o ion, agora pelo oxigénio carboxilico
do Glu307. Devido a distancia de 3.82A essa coordenacao deve estar sendo man-
tida através de uma molécula de agua. O Asp9 sofre uma acomodacao e passa a
fazer parte da coordenacao do MIDAS. O cation ADMIDAS perde a coordenagao
dos residuos Serl3 e GIn343 (ligante), sendo realizada pela cadeia lateral dos resi-
duos Aspl6, Aspl7 e Aspl38, agora melhor posicionados. A coordenacao do ion
LIMBS continua sendo mantida pelos residuos Glu48, Glul08 e oxigénio carbonila
da Prol107 sofrendo uma alteracao do residuo Asnl03 para o Aspl105 provavelmente

devido a flutuacao da estrutura da proteina (Fig.4.31).
Figura 4.31: Coordenagao dos Cétions Divalentes ADMIDAS, MIDAS e LIMBS.
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dos residuos responséveis pela coordenacao é mostrada em ware. Atomo de oxigénio em vermelho
e carbono em preto. A serina e o glutamato do ligante ADAMO9dsld esta destacado em rosa.
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Este complexo também sofreu maior tempo de simulagao, sendo a coorde-
nacao monitorada durante o processo de DM como pode ser observado na figura
4.31. A coordenagao do cation MIDAS com 23ns de simulagao de DM foi mantida
em relagao a coordenagao dos primeiros 12ns, ocorrendo somente um melhor posi-
cionamento das cadeias laterais. O mesmo ocorreu para o ADMIDAS e LIMBS. De
acordo com a anélise total de 25ns de DM, podemos inferir que a coordenacao a
partir de 12ns foi mantida até o final do processo, sofrendo algumas flutuacoes, mas
nao perdendo em momento algum os respectivos contatos, sendo somente melhor

posicionados.

4.4 Resultados da Analise da Flutuacao, Equilibrio e Energia de
Interacao do Complexo Integrina-ADAMdsld.

4.4.1 Anailise da Arquitetura Estrutural do Complexo Alfa6betal-
ADAM2dsld em 25ns de DM

Depois de 25ns de simulacao de DM, foram executadas as andlises de cluster-
izacao, flutuacao estrutural, flutuacao de energia e anélise das regioes de contato
entre a proteina e o ligante.

Na experimentacao de DM, é de suma importancia acompanhar a flutuagao
do complexo em estudo até que este se “estabilize” em uma estrutura energetica-
mente mais favoravel. No caso do estudo aqui discutido, a trajetéria da DM por
25ns do complexo alfa6betal-ADAM2dsld foi clusterizada para se obter estruturas
representativas com até 2.6A de RMSD (Fig.4.32).

De acordo com a matriz de clusterizacao para o complexo, nao somos ca-
pazes de comprovar a estabilidade do sistema, mas pudemos inferir que ocorreu a
formacao de um cluster por volta de 20ns e foi mantida até o final da DM. Este
fato nos levar a crer que o complexo “estabilizou” em uma estrutura de equilibrio
(Fig.4.32).

Na andlise para os componentes de energia (Potencial de Lenard-Jones e

Coulomb) na interagao alfabbetal-ADAM2dsld podemos conferir uma flutuagao
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Figura 4.32: Matriz de Clusterizagao para IntegrinA Alfa6betal-ADAM2dsld.

11000
Time (ps)
0 RMSD (nm) 0.635

Ta000

Representacao gréfica dos resultados da clusterizacao da trajetoria de 25ns de DM do complexo
alfa6betaADAM2dsld. Estruturas representativa no tempo de Ons, 12ns e 25ns.

de energia eletrostatica proxima a 7ns. Esta flutuagao pode ser produto de aco-
modacao do complexo. Foi verificada ainda pouca flutuacao do potencial de

Lenard-Jones no final da dinamica (Fig.4.33).
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As proteinas para serem ativas precisam apresentar estabilidade conforma-
cional. Dado um conjunto de varias conformacgoes para qualquer um dos sistemas
em estudo, uma das formas de se observar como este sistema se comporta ¢é verifi-
cando a flutuacao dos componentes do mesmo durante a simulacao. Os resultados
que mostram as flutuacoes conformacionais dos residuos do complexo ao longo
de suas respectivas dinamicas podem ser vistos nos graficos da figura 4.34. A
amostragem nas flutuagoes foi feita para os 25ns de simulagao e para os tltimos
2ns de simulacao com precisao dupla, a fim de estudar a estabilidade do sistema.
Os picos vistos no grafico indicam pontos onde houve maior flutuacao durante
a dinamica, correspondentes geralmente a regioes de loop. Nos ultimos 2ns elas
tiveram uma menor movimentacao. Ainda, pode-se observar que a média da flutu-
acao do sistema ficou inferior a ZA, o que pode ser considerado um valor razoavel

(Fig.4.34).

4.4.2 Resultados da Analise dos Contatos Integrina Aplha6betal-
ADAMZ2dsld Durante a Dinamica Molecular.

Seqiiéncias peptidicas de disintegrinas quando unidas as integrinas que servem
como receptores, podem ser formadoras do maior sistema de reconhecimento de
adesao celular.

Podemos constatar que a estabilidade estrutural do complexo durante a tra-
jetoria é assegurada pelos diferentes tipos de interacoes existentes entre a proteina
e o ligante. Estas interacoes podem ser eletrostaticas, pontes de hidrogénio etc.,
permitindo-nos um melhor entendimento da interagao do complexo estudado.

O modelo do complexo alfabbetal-ADAMZ2dsld apds solvatagao e equilibrio
do sistema por DM foi utilizado para o estudo do mecanismo de adesao entre o
dominio ADAM2dsld e a “cabega” da integrina alfabbetal.

O loop SDL é uma das regices importantes para contato presente no dominio
B-A (Xiao et al., 2004). O estudo detalhado das dreas de contato entre as duas pro-

teinas nos revela através do grafico da figura 4.35-A-C o contato entre os residuos
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Glu69 e Glu325 do SDL ((-A) com a cadeia lateral dos residuos His327, Tyr328 e
Serb6, Thr57 respectivamente da ADAM2dsld. O cation MIDAS é um importante
sitio de reconhecimento dos residuos carregados negativamente do ligante, sendo o
Glu308 (motivo EECD) do loop reativo da disintegrina o residuo responsavel por
manter esse contato (Fig.4.35-B). Através do grafico de flutuagao das distancias
entre os residuos, visualizamos que eles ficam a uma distancia inferior a 3A em
relagao a posicao inicial com exce¢ao do Glu325 em contato com Thrb7, ficando a
3.67A a partir de aproximadamente 22ns.

A integrina apresenta outras regides discriminantes de ligantes presentes no
dominio f-propeller, como também descrito anteriormente (item 4.1.3), esta regiao
chamada de subdominio CAP apresenta 4 loops de interacao, um destes loops apre-
senta interagao com o ligante através da cadeia lateral (grupo carboxil) do residuo
Glul60 em contato direto com a Cys303, Arg304, Ser322 e Cys323 (Fig.4.36-A-
C). As flutuagoes das distancias entre os residuos durante a simulagdo podem ser

visualizadas no grafico da figura 4.36-E-F.

4.4.3 Analise da Arquitetura Estrutural do Complexo Alfa6betal-

ADAMOI9dsld em 25ns de Dinamica Molecular.

Como dito anteriormente da importancia da flutuagao do sistema em analises
de DM, realizamos a clusterizacao de 25ns do complexo alfa6betal-ADAM9dsld
para obtermos estruturas representativas com até 2.6A de RMSD (Fig.4.37).

De acordo com a matriz de clusterizacao para o complexo, podemos inferir
que ocorreu a formagao de um cluster por volta de 18ns, sendo mantida até o final
de 25ns de DM. Isto nos leva a crer que a estrutura do complexo esta mais “estavel”
em uma estrutura de equilibrio (Fig.4.37).

Os valores para os termos de interacao de Coulomb e Lennard-Jones calcu-
lados para a energia de contato entre o complexo alfabbetal-ADAMO9dsld foram
negativos oscilando de -900 kJ mol para -800 kJ mol para Coulomb. O potencial

de Lenard-Jones apresentou pouca flutuagao mantendo os valores de energia em
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Figura 4.35: Contatos entre ADAM2dsld e loop SDL da Integrina Alfa6betal.
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A-Estrutura do complexo alfa6betal-ADAM2dsld;B-Figura de contato do Glu308 com o fon
MIDAS; C-Interacao entre os residuos do ADAM2dsld em contato com o loop SDL; D- Grafico
de flutuaca dos distancias entre os residuos de contato durante a DM.

torno de -400 kJ mol (Fig.4.38).
Como dito anteriormente, sabe-se da importancia da estabilidade conforma-
cional da proteina e da sua flutuacao estrutural. As andlises das flutuagoes foram

realizadas para 25ns de simulacao e para os tltimos 2ns de simulacao em precisao
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Figura 4.36: Contatos entre ADAM2dsld e Dominio 3-A e 3-propeller da Integrina Alfa6beta.
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A-Estrutura do complexo alfa6betal-ADAM2dsld;B-Figura de contato entre os residuos do
dominio 3-A com o dominio ADAM2dsld; C-D-Figura de contato entre os residuos do -propeller
e o dominio ADAM2dsld; E-F-Graficos de flutuaga dos residuos de contato do dominio (3-A e
(-propeller da integrina alfa6betal com o dominio ADAM2dsld durante a DM.

dupla (Fig.4.39). Asregices de loop podem ser verificadas através dos picos demon-
strados no gréfico, geralmente regioes que apresentam maior flutuacao. A média

do RMSD do complexo ficou em torno de 2, podendo entretanto ser considerado
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Figura 4.37: Clusterizagao do Complexo Integrina Alfa6betal-ADAM9dsld.
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Representacao grafica dos resultados da clusterizagdo da trajetéria de 25ns de DM do complexo
alfab6beta-ADAM9dsld. Estruturas mais representativas no tempo de Ons, 12ns, 25ns.

um valor razodavel.

4.4.4 Resultados da Analise dos Contatos Integrina Aplha6betal-

ADAMOI9dsld Durante a Dinamica Molecular.

Depois de realizadas as simulagoes de DM, a estrutura mais representativa
do cluster escolhido foi utilizado para o estudo do mecanismo de adesao entre o
dominio ADAMO9dsld e a “cabeca” da integrina alfaGbetal.

Como dito anteriormente, o loop SDL ( 3-A ) é importante para reconheci-
mento e discriminagao de ligantes (Xiong et al., 2003; Xiao et al., 2004). Através
das analises realizadas podemos verificar que essa regiao mantém contato com o
dsld da ADAM9, mais precisamente com a regiao N-terminal do rico em cisteina
(Fig.4.40-A-C-D). A flutuacao das distancias entre os residuos podem ser visual-
izadas no grafico (Fig.4.40-D), sendo que a Thr67 e Ser68 foram os residuos que

mais sofreram movimentagao (cadeia lateral) nos ultimos 3ns.
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Ainda podemos verificar os pontos de contato do dominio ADAM9dsld em
contato com o dominio 3-A através da figura 4.41-A-B. Pelo gréafico das distancias
entre residuos, eles se “estabilizaram” por volta de 13ns, mantendo esses contatos
até o final da dinamica (Fig.4.41-C).

Outras regioes do dominio [(-propeller sao importantes para o reconheci-
mento de ligantes na integrina, como os 4 loops do subdominio CAP e o loop de
reconhecimento para pequenos ligantes entre os subdominios D3 e D4. Através
da figura 4.42 podemos observar a interacao entre o loop de reconhecimento e a
por¢ao N-terminal do dominio tipo-disintegrina, verificando que esta flutuagao se
“estabiliza” por volta de 17ns (Fig.4.42-D). Porém, ADAM9dsld nao apresentou

contato direto com o subdominio CAP (alfa6) nas nossas simulagoes.
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Figura 4.40: Contato entre ADAM9dsld e Loop SDL da Integrina Alfa6betal.

<
Interagdo alphaBbeta1{Asn342-SDL)-ADAMSdsid

Distancia (nm)

Tempo (ps)

A-Estrutura do complexo alfa6betal-ADAM9dsld; B-Figura de contato entre os residuos do
dominio 8-A loop SDL da integrina alfa6betal em contato com a ADAM9dsld;C-Figura de con-
tato do Glu307 com o fon MIDAS; D-Gréfico de contato dos residuos durante a trajetéria de
DM.
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Figura 4.41: Contato entre ADAM9dsld e Dominio $-A da Integrina Alfa6betal.

C Interacao alpha6beta1--A/ADAM9dsid
12 ; . . T . : . r . 12
— GIn346-Met14 1
£ 10 GIn346-Lysts 10
= - 1
£ s Glu307-Sert1 |4
g Glu307-Ser13 |
c 06 _ y Glu307-Tyr12 06
< A *" GIu307Asp105
s WL LN
0.2 T D W ! 02
I S I L Ll o I L I ! 1
0 5000 10000 15000 20000 25000

Tempo (ps)

A-Estrutura do complexo alfa6betal-ADAM9dsld; B-Figura de contato entre os residuos do

dominio 3-A da integrina alfa6betal em contato com a ADAM9dsld. C-Grafico de contato dos
residuos durante a trajetéria de DM.
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Figura 4.42: Contato entre ADAM9dsld e Dominio 3-propeller da Integrina Alfa6betal

D Interagdo entre alphatbeta1-p-propeller/ADAM9dsId

T T T T

1,24 Asn188-Thrads GIn221-Asp251] 4 2
Asn189-Arg302 GIn221.Tyi285

Asn188-Gly303

0.8 o

064"

Distancia (nm)

0.4

0.2 Lhsalbliohmao RGN, JC el MelMdiciled N7 e SRR R 02

Tempo (ps)

A-Estrutura do complexo alfa6betal-ADAM9dsld; B-C-Figura de contato entre os residuos do

dominio B-Propeller da integrina alfabetal em contato com a ADAM9dsld. D-Grafico de contato
dos residuos durante a trajetoria de DM.
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4.5 Estrutura de ADAM2 e ADAM9 murinas.

Como parte deste estudo foram modeladas as proteinas ADAM2 (fertilin 3) e
ADAMO (meltrin v) murinas. Elas apresentam a estrutura tipica dos membros da
familia ADAM. Seu dominio tipo-disintegrina é homologo a disintegrina de venenos
de serpente SVMPs, um enibidor potencial de integrinas.

Os modelos dos complexos alfa6betal-ADAMZ2dsld e alfabbetal-ADAMO9dsld
murinos foram os primeiros complexos estudados para verificar o mecanismo de
interacao entre estas duas proteinas. Posteriormente foram utilizados para uma
comparagao do modo de ligacao com as ADAM2 e 9 humanas. As etapas de
modelagem das proteinas isoladas foram as mesmas descritas no capitulo 3. Todas
as pontes dissulfetos sao mantidas também para as ADAMs murinas, mantendo
com isso sua estabilidade estrutural (Fig.4.43).

As seqiiéncias das ADAMs murinas apresentam para ADAM2, o triplete
AQD adjacente ao motivo ECD, diferentemente da ADAM?2 humana (tripléte SFE)
o que poderia alterar o seu modo de ligagao a integrinas (Fig.4.43). A dinamica
de reconhecimento entre integrina e ADAM é inicialmente eletrostatica, através do
sitio MIDAS, sendo ainda descritas outras regioes importantes para reconhecimento
e discriminagao dos ligantes (item 4.1.30). Nos complexos alfabbetal-ADAM2dsld
e alfabbetal-ADAM9dsld murinas, o loop de interacao e a porcao N-terminal do
dominio rico em cisteina (C-) e o subdominio CAP da integrina ap6s 11ns de DM
demonstram ser as principais regioes de contato. No complexo com a ADAM2dsld
murina, o ion de magnésio do sitio MIDAS é coordenado por um residuo Asp
(motivo AQDECD), situado lateralmente ao loop reativo da ADAM2 murina. Em
comparacao a ADAM2dsld humana seria o mesmo residuo responsavel pela coor-
denagao do MIDAS, no caso o Glu do motivo SFEECD. Estes dados contradizem
a literatura atual (Bigler et al., 1997; Calvete et al., 2003; Nath et al., 2000) pois
estes autores afirmam que a interacao com o ligante seria mediada frontalmente
pelo triplete ECD do loop de interacao (Bigler et al., 1997; Calvete et al., 2003).
No caso da ADAM9dsld murina, o fon de magnésio do sitio MIDAS é coordenado
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pelo Glu do motivo KTSECD, ou seja, igualmente a ADAM9dsld humana. Estes
resultados demonstram uma interacao mediada lateralmente pelo loop reativo. O
residuo Asp (motivo ECD) nao demonstra interagao com as cadeias da integrina,
coordenando o tempo todo o fon de célcio, responsavel pela manutencao da estru-

tura do loop reativo, tanto para ADAM2 e 9 murina como humana.

4.5.1 Mudanca Conformacional da Integrina Alfa6betal em Com-

plexo com seus Ligantes.

Como ja mencionado no capitulo 1.2.1, um dos aspectos estruturais mais
interessantes nas integrinas e o passo da estrutura da sua forma “inativa” a sua
forma “ativa” (Fig.1.1). Este processo envolve rearranjos estruturais complexos
e movimentacao dos dominios das cadeias alfa e beta. Entre outros aspectos, a
separacao do dominio Hybrid do dominio 3-A e a presenca de ligantes interagindo
com o dominio 5-A tém sido ligados a ativacao das integrinas (Xiao et al., 2004).

Os resultados de experimentos “in silico” de E.Pulkin-Faucher et al. (2006)
sugerem que a integrina alfavbeta3 em complexo com fibronectina sofre alteragoes
estruturais que levariam a sua ativacao, fato nao observado na auséncia do ligante
(E.Pulkin-Faucher et al., 2006). Os autores modelaram e submeteram a simulagoes
por dinamica molecular o complexo formado pela “cabeca” da integrina alfavbetad
com fibronectina e, mensurando o angulo entre os dominios 3-A/Hybrid, sugeriram
que o aumento consideravel do angulo entre estes dominios é causado pela interacao
da integrina com seu ligante. A separacao do dominio Hybrid estaria entre as
mudancas conformacionais que levam a estrutura da integrina a sua forma ativa.

No intuito de confirmar se a interacao de ligantes leva a movimentagao difer-
enciada do dominio Hybrid no nosso modelo, foram simuladas as interagoes da
“cabeca” da alfabbetal em complexo com o dominio ADAM9dsld, e com os pep-
tideos inibidores desenhados (Fig.4.44-A). O angulo entre os dominios 5-A/Hybrid
a ser monitorado foi definido como o angulo entre os vetores definidos pelo elemento

beta formado entre os residuos Gln 45 e Lys 52 do Hybrid, e o elemento beta for-

120



mado entre os residuos Asp 60 e Met 65 do dominio $-A. Ambos os elementos
da estrutura secundaria estao posicionados de forma central nos seus respectivos
dominios, e demonstraram pouca flutuagao durante as dinamicas (Fig.4.44-B).

A integrina isolada e em complexo foi submetida a solvatacao e equilibrio em
uma caixa octaédrica com moléculas de agua explicita (SPC) com a ferramenta
GROMACS 3.3.1, usando campo de forca GROMOS 53a6. As regioes incluidas
no estudo foram os dominios [-propeller da subunidade alfa6 e os dominios (-
A/Hybrid da subunidade betal. As condigbes de simula¢ao foram as mesmas
usadas em experimentos anteriores. A estrutura pré-equilibrada de simulagao do
modelo da integrina alfa6betal foi usada como ponto de partida para a modelagem
dos respectivos complexos de interacao.

As simulagoes de producgao de dados foram de 5ns, tanto para o complexo
de interacao alfabbetal-ADAMO9dsld, como para os complexos alfaGbetal-peptideo.
Os resultados obtidos para estas simulacoes foram comparados com os obtidos para
5ns de simulacdo da “cabega” da integrina na auséncia de ligantes (Fig.4.45-A-F).

Observamos um aumento da abertura angular entre os dominios 3-A /Hybrid
(angulo de ativacao) nos primeiros 5ns ( 12-14°) da integrina alfa6betal na ausén-
cia de ligantes (Fig.4.45-A,G). O aumento inicial da abertura angular pode ser
atribuida a solvatacao e acomodacao da estrutura protéica no sistema de simu-
lacao.

Ja o acompanhamento da abertura angular para o complexo alfaGbetal-
ADAMO9dsld mostra uma abertura acentuada de mais de 25°, ja no primeiro nanose-
gundo de simulagao. Esta abertura é mantida nos préximos 4ns de analise com
pequenas flutuagoes (Fig.4.45-B,G). Este comportamento e bastante parecido para
os complexos alfa6betal-A9b (Fig.4.45-D,G) e alfabbetal-A9e (Fig.4.45-E,G), em-
bora com maior flutuacdo nos valores observados (Fig.4.45-G). O teste de variancia
mostra que estes complexos tém valores bem proximos, sugerindo que os diferentes

ligantes atuam de igual forma neste grupo.
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Figura 4.44: Esquema Representativo do Sistema Definido para o Estudo do Angulo de Aber-

tura do Dominio Hybrid em Complexos Integrina-Ligante.

A

Regido de Estudo

.e
.t I

\\\\\\\\\\

A-Diagrama da integrina em complexo com ADAMO9dsld. As regides referentes ao sistema usado
nas simulagoes estao destacadas dentro da linha pontilhada. B-Cabega da integrina alfa6betal-
Hybrid. Destacadas em amarelo estao as folhas betas utilizadas como vetores para mensuragao

do angulo entre os dominios.
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A abertura angular no complexo alfabbetal-A9s foi bastante discreta e ap-
resentou flutuacao bem acentuada, mas seu comportamento foi semelhante ao do
sistema sem ligantes, apresentando valores abaixo de 10° na maior parte do ex-
perimento (Fig.4.45-F,G). J4 o comportamento da abertura angular no complexo
alfabbetal-A9a foi intermediaria, apresentando valores que flutuaram em 10-15°
(Fig.4.45-C,G).

Destes resultados podemos deduzir que os peptideos A9b e A9e desenhados
para serem inibidores de alfabbetal sao bons candidatos estruturais para testes “in

vitro” pois apresentam valores de abertura angular semelhantes aos obtidos para o

complexo alfa6betal-ADAM9dsld.

4.6 Coordenagao do fon de Calcio do Sitio-III das ADAMs.

Sabe-se da importancia dos fons de calcio na manutencao da estrutura do
dominio tipo-disintegrina das SVMPs (Takeda et al., 2006). Os subdominios Ds e
Da apresentam um sitio de ligagdo ao célcio (sitio-II e sitio-III respectivamente),
sendo o sitio-III responsavel pela manutencao da estrutura do loop reativo do
dominio tipo-disintegrina ( Fig.4.29-A-B). No item 4.2.2 foi mostrada a coorde-
nagao do sitio-III no dominio tipo-disintegrina para o molde VAP1. Em ADAM?2
e ADAM23 humanas os residuos que mantém a coordenacao do calcio no sitio-I11
diferem em um aminoécido quando comparados com ADAM9 e as SVMPs VAP1
e VAP2 (pdbs 2ERP e 2DW1 respectivamente), sendo um residuo Asp (D) substi-
tuido por uma Asn (N) (Fig.4.29-C).

De acordo com os resultados observados no experimento de DM de 25ns no
complexo alfabbetal-ADAM2dsld, o ion de célcio do sitio-III aparece totalmente
solvatado por moléculas de agua no final da simulacao. Este processo de solvatacao
do calcio no sitio III se inicia a partir de 9.5ns aproximadamente e acontece em
6-7ns (Fig.4.46). E importante ressaltar que a ruptura da coordenagao do célcio
no sitio III nao foi observada na simulagao do complexo alfa6betal-ADAM9dsld

(dados nao mostrados).
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Figura 4.45: Estruturas Representativas da Determinagao da Abertura Angular da Alfa6betal-

Hybrid em Complexo com Diferentes Ligantes.

——alphaébetal-A%a
alphaébeta1-Agb
—— alphagbetal-Aodsid
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——alphaébeta1 (controle)
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A-Conformagéo estrutural da integrina alfa6betal-Hybrid isolada (controle)com alteracdo angu-
lar de 13° para os primeiros 10ns. B-Complexo alfa6betal-Hybrid/ADAMY9dsld com variagao
angular 24° para um periodo de 5ns. C-F-Complexo alfa6betal-Hybrid/peptideos representando

a movimentagao angular para 1ns, 3ns e 5ns de simulagao. G-Grafico de flutuagao dos valores dos

angulos para os complexos em simulacao de 5ns. H-Anaélise estatistica dos valores obtidos para a

abertura angular do hybrid. O teste de variancia mostra a formacao de trés grupos fundamntais,
sendo que os peptideos A9b e A9e mostram dados bem parecidos com os obtidos para o complexo
com ADAM9dsld, diferenciando drasticamente_da abertura angular do controle e A9s. Os valores

obtidos para A9a formam um grupo intermedigrio (p<0.0001)..



Os valores de rdf (Radial Distribution Function) foram calculados para ma-
pear a distribuicao radial de moléculas de dgua ao redor do célcio-III entre 9 e 18ns
de simulagao. Isto é, partindo do centro de massa do calcio, calculamos a quan-
tidade de moléculas de dgua (estatisticamente) encontradas radialmente durante
parte da DM. Os valores do rdf observados ntre 2.4 e 2.6{A vao de 2-3 (10ns) ate 6
(18ns), demonstrando que o fon de célcio no sitio III troca gradativamente a coor-
denacgao pentagonal-bi-piramidal dos oxigénios carboxilicos e carbonilicos (Takeda
et al., 2006)(Fig.4.24) por moléculas de dgua (Fig.4.46).

No intuito de confirmar esta observacgao, resolvemos entao realizar quatro
repeticoes de 6ns para a simulagao do complexo alfa6betal-ADAM2dsld. O sistema
foi selecionado a partir de 9ns (anterior ao inicio do processo de solvatagdo do
célcio I1I), gerando repetigoes independentes ate os 15ns do mesmo sistema. Para
garantir que estes quatro novos experimentos fossem independentes, foi mudado
o script de parametros da simulagao no campo “gen-seed” para gerar valores de
velocidades randomicas aleatérias através da ferramenta GROMACS. De acordo
com estas modificagoes, o programa gerou valores de velocidades randomicas a
partir de uma “semente” aleatéria, ou seja, no inicio dos quatro experimentos foram
gerados valores de velocidades diferenciadas.

Para que pudéssemos confirmar estes dados, calculamos os parametros de rdf
do célcio no sitio 1T nos quatro experimentos. Analisamos o rdf entre o célcio (sitio-
IIT) e a dgua em cinco tempos diferentes da simulagao: entre 50-500ps, 500-1000ps,
1500-2000ps, 3000-4000ps e 5000-6000ps. Ao mesmo tempo geramos figuras da
coordenagao final (6000ps), (Fig.4.46). Pelos resultados obtidos, verificamos que
estes fons realmente sofrem solvatacao, mas nos 6ns de simulacao analisados, a
ruptura acentuada da coordenacao pentagonal-bi-piramidal (4 moléculas de dgua,
rdf = 4) foi observada sé6 em uma das repetigoes (Fig.4.46, experimento 2). Em
outro caso foram observados valores de rdf = 3-4, coincidindo com o inicio da
ruptura da coordenacao do calcio (Fig.4.46, experimentos 1 e 3). Nas repetigoes

restantes o valor de rdf calculado foi de 1-2, mostrando que o processo de ruptura
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da coordenagao do célcio nao tinha ocorrido (Fig.4.46, experimentos 3 e 4).
Conforme observamos nos graficos de rdf na Figura 4.45, ocorre realmente a
ruptura da coordenacao do calcio no sitio III pelas moléculas de agua para sim-
ulagao do complexo alfabbetal-ADAM2dsld e duas repetigoes. Para termos total
certeza deste processo o tempo de 6ns de simulagao deve ser aumentado em mais
5ns aproximadamente, pois mesmo verificando a solvatagao do fon de célcio, o ini-
cio/término do processo completo pode demorar bem mais do que os 6ns analisados

para as quatro repeticoes.

4.7 Resultados Preliminares dos Testes “in vitro” dos Inibidores

Sintetizados.

E conhecido que peptideos sintéticos que contém motivos de ligagao a inte-
grina podem ser usados para definir a especificidade de interacao integrina-ligante
e suas fungoes no sistema bioldgico. Este enfoque teve éxito particularmente para
peptideos miméticos de RGD na ativagao de integrinas (Nath et al., 2000).

A comparacao das seqiiéncias do loop disintegrina de varias ADAMs revela
que em mais de 12 ADAMs, incluindo ADAM2 e ADAMY, esta presente o motivo
XECD, um potente agente de ligagao a integrina (Nath et al., 2000). Vérios estudos
tém mostrado que peptideos baseados no motivo ECD podem eficientemente inibir
a interagao entre substrato especifico para integrina alfa6betal (Nath et al., 2000).
Estes resultados sugerem que o dominio tipo disintegrina de meltrin-y (ADAMO9)
esta envolvido na ligacao celular, demonstrando ser um forte candidato ao desenho
de inibidores sintéticos.

A integrina alfab6betal é expressa em uma variedade de células incluindo lin-
focitos e célula mesenquimal, podendo ser importante em respostas inflamatorias
(Nath et al., 2000). ADAMO9dsld se apresenta como um novo e significante lig-
ante bioldgico, a partir do qual desenhamos peptideos sintéticos tentando inibir
a acao de ligantes responsaveis pelos processos inflamatérios. Para demonstrar

que o motivo XECD de metrin v possibilita o envolvimento da ligagao a inte-
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grina alfabbetal, testamos a capacidade de inibicao de peptideos ciclicos basea-
dos no seu loop de interagao (seqiiéncia - RGKTSEADVPEY' N) para inibir a
atividade de alfab6betal (Fig.4.47-A).Como controle negativo, o peptideo scramble
(- DERTVGKESPYA' N) foi usado na mesma concentragao.

De acordo com os resultados preliminares “in wvitro” obtidos pelos nossos
colaboradores do Laboratério de estudos do Timo na Fundagao Osvaldo Cruz
(Fig.4.47-B) observamos que o peptideo A9a utilizado como inibidor da migracao
celular promovida pela integrina alfabbetal é uma boa plataforma estrutural para
o desenvolvimento de inibidores de alfabbetal, pois a mobilidade destas células é
acoplada a capacidade de interacao de alfabbetal-Laminina e o peptideo A9a em
concentracao nMolar conseguiu diminuir esta interacao em 75%. Dados experi-
mentais para os outros peptideos desenhados a partir do A9wt, ainda nao foram
possiveis de serem acrescentados nesta dissertacao, pois ainda nao apresentam re-
sultados conclusivos de acordo com nossos colaboradores.

Nossos resultados “in silico” e os resultados preliminares “in vitro” indicam
que os peptideos desenhados neste trabalho podem servir como potentes inibidores

para alfaGbetal.
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Figura 4.46: Coordenagao do Célcio-II1
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Ruptura da coordenagdo do célcio do sitio-IIT no complexo alfabbetal-ADAM2dsld em 6ns de
simulagdo. Gréafico de distribuicdo radial das moléculas de dgua em volta do Ca?T (sftio-II),
calculadas em diferentes momentos de simulagao para os experimentos 1 ao 4. Os valores obtidos
confirmam que o calcio é realmente solvatado nos experimentos 1 e 2, mas necessitam de um
maior tempo de simulagao para terminar o processo.

129



Figura 4.47: Resultados obtidos "in vitro"para os peptideos testados em laboratorio.
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A-Seqiiéncia dos peptideos desenhados e usados no experimento. B- Grafico representativo do
padréo de migragao da linhagem CEM, tratada ou ndo com cada um dos peptideos (A9a, ou A9s),
frente a laminina. Conforme detalhado em Materiais e Métodos, 106 células foram colocadas sobre
membrana de transwell com poros de 8 pum previamente tratada com 10 pg/mL de albumina
bovina (BSA), ou laminina (LN). Apds 4 horas de migragio as células foram recolhidas da parte
inferior da camara e contadas em microscépio 6ptico. As barras representam médias + erro
padrao referente a 2 experimentos feitos com triplicatas. Os valores de BSA foram deduzidos
de cada um dos estimulos especificos. Os valores de p foram calculados comparando-se cada
estimulo especifico.**p<0.001, *p<0.01, NS (nfo significativo).
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Capitulo 5

CONCLUSOES

Técnicas de biologia computacional como modelagem e dinamica molecular
sao fortes ferramentas de experimentacao “in silico” para elucidar as peculiaridades
moleculares das interagoes entre complexos protéicos, seus ligantes naturais e in-
ibidores especificos. As técnicas experimentais que mais se aproximam da DM e dao
apoio a esta sao a Cristalografia de raio-X (estrutura) e a Ressonancia Magnética
Nuclear (estrutura e funcao). Embora essas técnicas permitam determinar estru-
turas macromoleculares, a DM permite que seja estudada em detalhes a dinamica
dessas estruturas.

No decorrer deste trabalho foram obtidos os primeiros modelos da estrutura
protéica das ADAMs 2 e 9 humanas (regiao extracelular), e a da “cabe¢a” da
integrina alfa6betal-Hybrid [dominio $-A e hybrid (cadeia betal) e [-propeller
(cadeia alfa6)]. A integrina apresenta estrutura muito semelhante a resolvida por
cristalografia para a integrina alfaVbetad.

Os dominios metaloprotease (M), tipo-disintegrina (D) e rico em cisteina (C)
das ADAMs humanas tem uma estrutura modular muito semelhante a resolvida
por cristalografia para as SVMPs, porém em solugao os dominios que a formam tem
uma flutuagao bastante acentuada. Este comportamento sugere que a estrutura
quaternaria da arquitetura MDC das ADAMs humanas nao se restringe ao modelo
compacto e fechado proposto por cristalografia para as SVMPs.

Através da técnica de DM podemos compreender a interacao entre estas duas
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proteinas, sendo possivel a partir deste estudo o desenho de pequenos inibidores
protéicos especificos para integrina alfabbetal com base na estrutura do loop de
interacao das ADAMs 2 e 9 humanas.

Os subdominios CAP e SLD das integrinas sao fatores estruturais impor-
tantes no reconhecimento e discriminacao dos ligantes das integrinas.

Pequenas estruturas protéicas podem ser usadas como inibidores da atividade
de integrinas, e usadas no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para o
combate de patologias associadas ao sistema imune e a processos de metastase. Os
resultados obtidos para a movimentacao do dominio Hybrid da alfa6betal sugerem
que os ligantes peptidicos desenhados a partir do loop de interacao da ADAM 9
sao bons inibidores da atividade desta integrina. As analises “in silico” sugerem
que os peptideos A9b e A9e modelados interagem com a integrina alfaGbetal,
mimetizando a a¢gao do dominio ADAM9dsld, levando-nos a compreender a eficdcia
do desenvolvimento de inibidores protéicos da integrina alfaGbetal a partir das
estruturas dos peptideos ADAM9dsld, A9b e A9e.

Assim, espera-se ter justificado o objetivo principal que norteou esta disser-
tagao, indicando a metodologia de Dinamica Molecular como uma ferramenta para

a pesquisa e avaliacao de proteinas complexadas com seus respectivos ligantes.
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Capitulo 6

PERSPECTIVAS

As perspectivas deste projeto vém se projetando tanto na area de experi-
mentacao “in silico” quanto na experimentacao “in vitro”.

Prosseguindo na area de experimentacao “in silico”, uma abordagem com-
plementar a este estudo seria o emprego do método de docking a fim de reforcar a
qualidade dos modelos integrina-inibidor propostos neste trabalho, conjuntamente
com a verificacao de afinidade receptor/ligante pelo célculo de energia livre. Ainda
¢ do interesse dos pesquisadores envolvidos neste estudo a expansao do modelo
das estruturas das proteinas ADAM?2 e 9 e da integrina alfa6betal (na porcao ex-
tracelular) para o estudo dos mecanismos de intera¢ao destas proteinas em sistemas
maiores e mais completos, modelados junto a membrana citoplasmatica.

Ja na area de experimentacao “in vitro”, a aplicagao mais importante obser-
vada para os inibidores peptidicos A9b e A9e propostos, seria seu uso para intera-
gir de forma sistémica com a integrina alfabbetal. Estes experimentos estao sendo
realizados atualmente em colaboracao com pesquisadores da Fundacao Osvaldo
Cruz, no Laboratoério de pesquisas sobre o Timo - Departamento de Imunologia,
pela pesquisadora Dra. Suse Dayse Silva Barbosa.

Outro trabalho em desenvolvimento é a determinagao das estruturas dos
inibidores A9a, A9b e A9e por ressonancia magnética nuclear (RMN) junto ao
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron - LNLS (Campinas, S.P.) em colaboragao

com a Dra. Ana Carolina Zeri.
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Apéndice A

Figuras Representativas

Figura A.1: Estrutura Esquemética Multi-dominios das Metaloproteases Zinco-depedentes.
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Estrutura esquemadtica multi-dominios das metaloproteases zinco-depedentes. Apresentam um
peptideo sinal, um pré dominio, dominio central catalitico designado metaloprotease, podendo
ou nao apresentar atividade catalitica (representados em preto e alaranjado respectivamente), o
dominio desintegrina (Ds e Da) azul e pink respectivamente, dominio cisteina-rich (Cw e Ch)
cinza e verde respectivamente, EGF, transmenbrana e citoplasmaético (representados pelas cores
amarelo, preto e rosa respectivamente).
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Figura A.2: Esquema de Modelagem por Homologia.
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Figura A.3: Esquema de Dinamica Molecular.
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Figura A.4: Esquema representativo da Camara de Transwell.
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Representacao da placa de transwell e inserto. A membrana porosa presente no inserto foi tratada
com a proteina de matriz extracelular laminina. Apéds a aplicagao de células sobre o inserto (parte
superior da cAmara), ocorre a migragao e quantificagdo de células migrantes na parte inferior
(placa).
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Apéendice B
Scripts de Modelagem Molecular

B.1 Malign.py

# Step 2: family alignment

7

# Prepare an initial multiple family alignment of all structures and sequences
# related to your target sequence. For simplicity, only those structures found
# by search.py are aligned here. In general, you should add all the related

# structures found in MODINSTALL /modlib/seqfilts.030 x N.grpandallthe

# related sequences that you can find by FASTA, BLAST, in papers, etc. For
# example, 2fdn, identified by search.py, is also related to

# 1clf 1fca 1fdn 1fdx 2fdn, as found in

#MODINSTALL /modlib/CHAINS3.0 40 XN.grp.

#

# Note: if you wanted to align more than one sequence (in addition to the target
sequence)

you'd have to modify the “align,trsseq”routine.

from modeller.scripts import aligngtrsseqlog.verbose()

env = environ()

# Set defaults

# Directories with input atom

files:env.io.atom ilesqirectory =" ./: ../atomyiles’
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# Identity matrix filename: env.matrixsile =" fer2.id.mat’

# Write out the superposed structures: env.writesit = True

# Some alignment parameters: env.overhang = 4

aln = aligngtrsgeq(env,
# Name of the input file specifying templates and the
# target sequence: segfile="1L5Gavb3Modif2.seg’,
# Output alignment filename ("PIR’ format) alnfile="A6B1+4avb3Hybrid.ali’,
# Structures’ PDB codes: knowns=("1L5Gavb3Modif’),
# Target sequence code: sequence="A6B1yybrid’)

# Write out the alignment in the 'PAP’ format, too:

aln.write(file="A6B1Hybrid.seg.pap’,

alignment jormat =" PAP’)

B.2 Model.py

# A sample script for fully automated comparative modeling
from modeller.automodel import * # Load the automodel class
log.verbose()
env = environ()
env.io.hydrogen = env.io.hetatm = env.io.water = True # to read any HETATM
#
# directories for input atom files
env.io.atom ilesqirectory =" ./: ../atomyiles’
a = automodel(env,
# file with template codes and target sequence alnfile = '2ERPModif.ali’,
# PDB codes of the templates knowns = ’2ERPModif.pdb’,
# code of the target sequence = "A2’)

a.autoalign() # get an automatic alignment a.make() # do homology modelling
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B.3 Otimaize.py

# Step 2: family alignment

#

# Prepare an initial multiple family alignment of all structures and sequences
# related to your target sequence. For simplicity, only # those structures found
# by search.py are aligned here. In general, you should

# add all the related # structures found in

MODINSTALL /modlib/seqfilt3.030XN.grp and all # the

# related sequences that you can find by FASTA, BLAST, in # papers, etc. For
# example, 2fdn,identified by search.py,is also related to

# lclf 1fca 1fdn 1fdx 2fdn, as found in

# MODINSTALL/modlib/CHAINS3.040XN.grp.

#

# Note: if you wanted to align more than one sequence (in # addition to the
# target sequence) you’d have to modify the

‘aligntrsseq'routine.

from modeller.automodel import *

# Redefine the special,atchesroutinetoincludethe

additional disulfides

# (this routine is empty by default):

# class mymodel(automodel):

# def special,atches(self,aln) :

#  # A disulfide between residues X and Y in chain -:
self.patch(residuetype="DISU’, residue;ds = ('8 ', 26 :))

self.patch(residuetype="DISU’, residue;ds = (72 ',/ 96

self.patch(residuetype="DISU’, residue;ds

953"

(

(

self.patch(residuetype="DISU’, residue;ds

(

self.patch(residuetype="DISU’, residue;ds =
(

(
(
(19 /33"
(21
('39
(47

F F HF ¥ FH F

)
)
217734 1))
)
)

self.patch(residuetype="DISU’, residue;ds = T8
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#  self.patch(residuetype="DISU’, residue;ds = ('52 ',/ 56 :'))

#  self.patch(residuetype="DISU’, residue;ds = ('65 :',' 85 :'))
log.verbose() env = environ() env.io.hydrogen =

env.io.hetatm = env.io.water = True

a = automodel(env, alnfile="2ERP2.ali’; knowns=("2ERP’), sequence="A2’)
# Very thorough VTFM optimization:

a.libraryschedule = 1

a.maxvariterations = 300

# Very thorough MD optimization:

a.mdlevel = refine.verylow

# Repeat the whole cycle 3-times and do not stop unless obj.func. > 1E6
a.repeatoptimization = 3

a.maxmolpdf = 1e6

a.make()
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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