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Modelagem Computacional

A matriz extracelular (ECM) é definida como um complexo de proteinas e
glicoproteinas que envolve as células nos mais diversos tecidos. A laminina € uma
glicoproteina que é formada por trés cadeias polipeptidicas dispostas em cruz. Sua
funcdo é a de ancorar as células epiteliais a ECM, da qual faz parte, através de
associagdes a outras proteinas como as integrinas, o colageno, a elastina e a
fibronectina. As integrinas sao receptores de adeséo localizadas na superficie celular,
que medeiam a interacdo célula-ECM. Estas interagbes sao cruciais para diversos
processos biolégicos, tais como a diferenciagdo celular, a transdugdo de sinais, a
resposta imunolégica, a cicatrizagdo de ferimentos e a formacdo de metastases.
Porém a forma estrutural com que a interagdo entre a integrina e a laminina ocorre
ainda nao foi esclarecida. Neste contexto este trabalho visa analisar, em escala
molecular, a forma com que a integrina o631 e a laminina 111 humanas interagem.
Assim, foram conduzidos varios estudos, entre eles: i) alinhamentos estruturais e
sequenciais das regides B-propeller e BA de integrinas ndo-possuidoras de dominio I;
ii) construgdo do modelo das regides B-propeller e BA da integrina a6p1 em complexo
com pequenos inibidores peptidicos do tipo ECD ou RGD; iii) alinhamento entre os
dominios LG de lamininas; iv) construgdo do modelo do dominio LG1 da laminina 111;
e v) construgdo do primeiro modelo descrito do complexo formado pela porgdo N-
terminal da integrina 061 € o dominio LG1 da laminina 111. Para tanto, foram
aplicadas as técnicas de modelagem por homologia e dindmica molecular, além de

alinhamentos entre as cadeias a e  de integrinas, e dos dominios LG de lamininas.
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Inicialmente os resultados mostraram que o loop que corresponde a regido entre os
subdominios D2 e D3 da cadeia a6 discrimina ligantes por interagdes eletrostaticas, e
a partir disso, que a integrina o631 possui interacao preferencialmente com peptideos
do tipo ECDF. Foi mostrado que o dominio LG1 de laminina 111 interage com a
integrina a6p1 pelo contato da fita p “H” com o B-propeller de a6. Além disso, por seu
carater eletrostatico e proximidade a fita f “H”, o residuo Asp82 de LG1 se adere ao
ion Mg*? do MIDAS da integrina a6p1, e que esta interacdo é indispensavel a ligagao

entre as duas proteinas.
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Computational Modelling

The extracelullar matrix (ECM) is formed by an assembly of proteins and
glycoproteins which surrounds the cells, in various tissues. The laminin is a
glycoprotein localized in the ECM that consists of three polypeptidic chains cross-
shaped. It functions by anchoring epithelial cells to basal lamin, through associations
with integrins, collagen, elastin and fibronectin. Integrins are adhesion receptors
localized on cellular surface, that mediate interactions between cells and ECM. The
interactions between proteins of ECM and cellular proteins are crucial for many normal
biological processes such as cell differentiation, signal transduction, immune
responses, wound healing and metastasis formation. The nature of interactions
between laminin and integrin has not been fully identified yet. The present work aims to
analyze, in an molecular scale, the interaction between human o6p1 integrin and
laminin 111. In this work we conducted many studies, including: i) structural and
sequential alignments of B-propeller and BA regions in lacking I-domain integrins; ii)
model building of B-propeller e BA regions of a6B1 integrin complexed with small ECD
or RGD peptide antagonists; iii) sequential alignment of various laminin LG domains;
iv) model building of laminin 111 LG1 domain; and v) model building of the first
described complex between the N-terminal portion of a681 integrin and laminin 111
LG1 domain. In order to do this, homology modeling and molecular dynamics

techniques were applied, together with alignments between integrins o and  chains,
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and laminin LG domains. Our initial results show that the loop between blades 3 and 4
of a6 integrin subunit discriminates ligands by electrostatic interactions. Therefore we
assumed that a6p1 integrin preferentially interacts with ECDF based peptides. It was
demonstrated that the laminin 111 LG1 domain interacts with a6B1 integrin by the
contact of this “H” B strand and a6 B-propeller. Further, by its electrostatic function and
proximity to “H” B strand, LG1 residue Asp82 adheres to Mg* containing MIDAS in
a6B1 integrin. This interaction appears to be indispensable for a6p1 and laminin 111

binding.
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1. Introducao

1.1. Moléculas de adesao

Interagdes célula-célula ou célula-matriz extracelular (ECM) adjacente estédo
presentes em numerosos processos bioldgicos. E o caso por exemplo da
diferenciagdo e migragao celular, desenvolvimento embrionario, cicatrizagdo, apoptose
e metastase, para citar apenas alguns exemplos.

As moléculas de adesdo sao glicoliproteinas ou polissacarideos que atuam
como ligantes entre o exterior e o interior da célula. Tais proteinas possuem trés
dominios: i) um receptor de sinalizagdo no exterior, ii) 0 dominio central que atravessa
a membrana, e iii) a por¢ao interna, que intermedeia sinais de varios processos
celulares [1].

As integrinas sao glicoproteinas transmembranares que estao relacionadas a
adesao célula-célula e célula-ECM, e serdo de especial atengdo neste trabalho. As
Integrinas que interagem com proteinas da ECM funcionam como uma espécie de
elemento transdutor bidirecional da sinalizac&o intra e extracelular [2,3]. Processos
celulares como a proliferacdo, a diferenciacdo, a apoptose, a sobrevivéncia e a
expressao genética sao influenciados pela mediagcdo de integrinas com a ECM.
Durante o desenvolvimento, as integrinas sdo expressas ubiquitariamente e estédo
envolvidas na regulacdo da morfogénese, movimentagdo celular e migragado. Isto &
especialmente notado durante a gastrulagao, a neurulagéo e a histogénese [4]. A sua
expressao tende a diminuir a8 medida que a diferenciagao chega ao estagio adulto.
Mais tarde funcionam como receptores na inflamagao, em eventos tromboéticos como a
agregacao plaquetaria. Finalmente, as integrinas estdo presentes em eventos
adesivos durante a evolugao do cancer (como o crescimento tumoral e a progresséo, a

invasao e metastase, e a malignizagao).

1.2. Integrinas

A nomenclatura “integrina” advém de seu posicionamento na membrana,
integrando em pontos de adesdo no meio extra-celular a mediacdo da adesao intra e
extra-celulares (célula-célula e célula-ECM), além de interagdes patologicas. As
integrinas podem ser caracterizadas do ponto vista estrutural como sendo

glicoproteinas heterodiméricas, resultantes da combinagdo de um componente o



(~120 a 180 kDa; >940 residuos) e um B (~90 a 110 kDa; >640 residuos) nao
covalentemente associados que constituem um complexo de aproximadamente 280 A
de comprimento quando em sua conformacgéao estendida. Sao dependentes de cations
divalentes (Ca*?, Mg*? ou Mn*?) para exercer suas funcdes de adesdo. A forma do
dominio extracelular foi primariamente reconhecida por microscopia eletrdnica [5], e
mais tarde suas estruturas foram resolvidas pelas técnicas de espectroscopia por
ressonancia nuclear magnética (NMR), de modelagem molecular e de difracdo de
raios X [5].

A transducgao de sinal por integrinas é reconhecidamente bidirecional: ocorre
seja de dentro para fora (inside-out) ou de fora para dentro (outside-in) [6]. Para iniciar
o processo de adesao ECM é necessério que elas sejam ativadas. A ativagao ocorre
por meio de estimulos locais como mediadores soluveis (homdnios, citoquinas, fatores
de crescimento, entre outros) ou interfaces sélidas (ECM e outras células), e se inicia
com o agrupamento dos receptores, acompanhado por modificagbes conformacionais
nas cadeias a/p, e como resultado final a modulagao de afinidade pelo o ligante [7]. No
curso deste processo, ha formagao de placas adesivas na porgao citoplasmatica da
membrana celular, que servem como ponto de recrutamento de proteinas (talina,
veniculina, paxilina, entre outras) que promovem a cascata de ativagdo da actina,

pequenas proteinas G, tirosina quinases e fatores de transcricdo (Figura 1 e Figura 2).

1.2.1. Classificagao das integrinas

A existéncia de multiplas variedades a e B permite a formagéo de cerca de 25
heterodimeros de integrina identificados em vertebrados [5,8] (Figura 3 e Figura 4). Tal
diversidade permite que uma integrina possa se associar a varios ligantes assim como
um ligante possa aderir a diferentes integrinas. Desta forma a familia das integrinas

responde por varios tipos de atividades biolégicas [9].
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Fibrinogen, Fibronectin, Laminin, Collagens

Xy, Protein
or
peptide

NH,

B-Chain
Subunit
140 kd

COOH 1.
P O e
Ee
- ca”
COOH cooH
\

G-Proteins,
Kinases,
Transcription
Factors

Signal Transduction

Figura 1. Representacao esquematica do heterocomplexo de integrinas. As cadeias o e f
estdo mostradas como subunidades paralelas inseridas na membrana celular mas néo-
covalentemente ligadas. A proteina de ligagdo, BP ou Binding Protein, é representado por
linhas pontilhadas entre as cadeias a e . Um peptideo de adesdao RGD esta entreposto entre
o ligante e o sitio de ligagao da integrina. Vias de transducao de sinal das cadeias o e 3 estédo
indicadas nas extremidades C-terminal intracelular do peptideo. NH2, N-terminal; COOH, C-
terminal; A, sitio de ligacdo composto pelas cadeias a e pB; C, sitios de glicosilagado; D,
dominio |, ligante de colageno; E, sitios de fosforilagdo; -S-, pontes dissulfidicas; Ca++, ions
calcio (ou outros ions divalentes como magnésio ou manganés) (Modificada de [10]).

Integrin
[

Figura 2. Esquema do agrupamento de integrinas e sua associagao ao citoesqueleto para
promover a integragao dos meios intra e extracelular. RGD: peptideo de ligagao Arg-Gly-Asp;
Tal: talina. Vin: vinculina; Pax: paxilina; CAS: proteina de adesao focal; FAK: quinase de
adesao focal; SRC: proteina da familia das tirosina quinases (Extraido de [11]).



Dentre os diversos ligantes da ECM as integrinas receptoras (as sindecanas,
as a-distroglicanas, o fibrinogénio, a fibronectina, entre outros) é de interesse neste
trabalho a laminina, que considera-se como ligante principal a integrina o631 [12]. Ela é
constituinte normal de diversos tipos de células [13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24].

ollb

4 — o6
o
ol
o9

Figura 3. o e P-subunidades de diversos heterodimeros de integrinas. Proteinas
possuidoras de dominio | estao identificadas por asteriscos (Extraida de [5]).

Tabela 1. Nomenclatura CD, nome do gene e da proteina das cadeias o e 3 das integrinas
(Modificada de [25]).

NUMERO CD NOME DO GENE NOME DA PROTEINA
CD18 ITGB2 INTEGRIN B-2
CD29 ITGB1 INTEGRIN B-1; VLA
CD41 ITGAB INTEGRIN A-11B; GPIIb
CD49a ITGA1 INTEGRIN A-1; VLA 1a
CD49b ITGA2 INTEGRIN A-2; VLA 2
CD49c ITGA3 INTEGRIN A-3; VLA 3
CDh49d ITGA4 INTEGRIN A-4; VLA 4
CDA49%e ITGAS INTEGRIN A-5; VLA 5
CD49f ITGAG INTEGRIN A-6; VLA 6
CD51 ITGAV INTEGRIN A-V
CD61 ITGB3 INTEGRIN B-3; Glycoprotein llla

1.2.2. Caracterizagao estrutural dos dominios a e § de integrinas

A partir da estrutura cristalizada do fragmento extracelular da integrina avp3



com resolugdo de 3.2A, Xiong et al. [26] descreveram a presenca de uma “cabeca”
ovoéide e duas “caudas”, onde regides importantes para a adesido ao ligante estao

localizadas nas por¢des N-terminal das subunidades o e 8 [27] (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura da integrina avp3. A subunidade av é representada em azul e a
subunidade B3 em vermelho. A) Representagcdo em fitas de acordo com dados
experimentais de Xiong et al. [26]. B) Modelo da forma estendida da integrina. (Extraida
de [26]).

Os dominios B-propeller (cadeia o) e BA (cadeia B) das integrinas nédo
possuidoras de dominio | unem-se e formam uma estrutura globular (a cabecga). O
primeiro dominio citado possui sete repetigdes que ndo apresentam motivo metal-
ligante. E formado por 60 residuos arranjados radialmente, contendo 4 folhas B
antiparalelas cada, assim chamado por sua semelhanga com hélices de motores de
barco (Figura 5). O dominio BA consiste em 6 folhas B paralelas, rodeadas por 8 a-
hélices [26], topologia comum presente em varias enzimas intracelulares [28]. O
motivo MIDAS (Metal lon-Dependent Adhesion Site, o sitio de adesado ao ligante
dependente de ion metal) ocupa uma cavidade localizada no topo da folha B central e
€ o ion que diretamente coordena a cadeia lateral de um dos residuos acidos em

todos os ligantes de integrinas. Adjacente ao MIDAS, encontram-se outros dois sitios



de ligacdo metal divalentes, requeridos para dar firmeza a adeséo de ligantes ao
MIDAS: o ADMIDAS - Adjacent MIDAS ou MIDAS adjacente e o LIMBS - Ligand-
Induced Metal Binding Site ou sitio de adesao induzido pelo ligante) [11,29,30,31]. A
presenca desses ions no dominio BA exerce profundos efeitos na funcdo das
integrinas. Coletivamente, eles atuam como efetores, promovendo a adesdo a
ligantes; como antagonistas, inibindo a adesdo de ligantes; e como seletores, pela

modificacdo da especificidade de adesdo de ligantes a integrina [29].

. A
N-terminus C-terminus

Figura 5. Representacédo em fitas do B-propeller. Os subdominios estdo numerados de
D1 a D7; As fitas [3 estdo designadas de A a D.

A cauda citoplasmatica da integrina é geralmente curta e desprovida de
caracteristicas enzimaticas [11]. Tal porgdo intracelular desencadeia uma cascata
enzimatica associada a ativagdo da integrina, iniciada por estimulos locais intra
(através do recrutamento de enzimas) ou extracelulares. Desta forma, as integrinas
transduzem sinais através da sua associacdo a proteinas que as conectam ao
citoesqueleto, as quinases citoplasmaticas e aos receptores transmembranares de

fatores de crescimento [11].

1.2.3. Sitios de ligagao nas integrinas

Aproximadamente metade das integrinas contém um dominio de



aproximadamente 200 aminoacidos, conhecido como dominio | na subunidade «a, local
onde se encontra o sitio de ligacdo nestas integrinas [5]. Nas integrinas em que este
dominio esta ausente, a adeséo é feita pelo dominio BA na subunidade B [27], comum
a todas integrinas.

Em 2002, Xiong et al. [27], demonstraram a presenca de 4 sitios expostos ao
solvente, encontrados nos loops entre as fitas § A-B do subdominio 4, na interface
entre os dominios o/p, e portanto, local onde forma-se o sitio de ligagdo a peptideos
das integrinas nado possuidoras do dominio |. Cations divalentes possuem um papel
critico a formacao do sitio de ligagdo. Na subunidade B de avp3 a coordenagido ao
metal divalente é feita pelos residuos Asp119, Ser121, Ser123, Glu220 e Asp251 [27].

A comparacédo das estruturas da integrina avp3 na auséncia [26] ou presenca
[27] de um peptideo ciclico RGDFV permitiu a constatacdo de que a adesado de
ligantes a integrina é dependente da presenga do MIDAS. O sitio MIDAS é ocupado
pelo ion divalente apenas quando encontra-se ligado ao RGD, pois o ion ndo é visto

na estrutura cristalografica da integrina avp3 sem contato com o peptideo [26,31].

1.2.4. Interagao entre as integrinas e pequenos peptideos

As integrinas reconhecem pequenas sequéncias de aminoacidos presentes
nas proteinas de seus ligantes da matriz extracelular, sendo que o primeiro motivo a
ser caracterizado foi a sequéncia Arg-Gly-Asp, peptideo do tipo RGD [27]. Este
peptideo € reconhecido por diversas integrinas, como a3p1, a5p1, allbf3 e avp3.
Outras integrinas reconhecem seqiiéncias alternativas, como sequéncias de
reconhecimento em colagenos e lamininas e pequenos peptideos do tipo ECD, a
exemplo da a6p1 [10,32].

1.3. Lamininas

As lamininas fazem parte de uma familia de glicoproteinas que formam uma
porcao integral da rede de suporte da membrana basal em quase todos os tecidos
animais, e de matrizes extracelulares encontradas entre camadas celulares,
classicamente conhecida como interveniente na migragao celular. Além das lamininas,
a membrana basal contém colageno do tipo IV, niddgenos e proteoglicanas, como as
perclaranas, agrinas e bamacanas [33,34,35].

No sistema imune a laminina esta envolvida na diferenciagao, migragdo e



ativacao de linfocitos [36]. Varias interacbes do sistema linfo-hematopoiético
responsaveis pelos eventos citados sdo mediadas por receptores de superficie celular
da familia das integrinas, por distroglicanas, por um receptor da tirosina fosfatase, por

sulfatos de heparana, e por varios outros [36,37,38,39].

1.3.1. Caracterizagao estrutural das lamininas

A laminina é uma proteina grande (~ 400 a ~900 kDa) formada por
subunidades geneticamente distintas de cadeias «, € y unidas por um longo coiled-
coil, produzindo uma molécula com um brago longo e até trés outros curtos [39], em
formato de cruz ou “T” (Figura 6). Os bragos curtos sdo compostos por partes de uma
das cadeias, enquanto que o longo é formado por partes de cada uma das 3 cadeias.

As subunidades distintas da laminina sido constituidas por repeticdes de
dominios em tandem e distribuidos em formatos globulares, cilindricos e em coiled-
coils. A unido dos dominios coiled-coils é determinada de modo que cada laminina
resulte de uma combinagdo de uma cadeia o, uma [ € uma vy unidas por ligagbes
dissulfidicas, todas contendo um certo grau de similaridade estrutural [32]. Em cada
cadeia estao incluidos os dominios globulares N-terminal (LN), dominios globulares
internos (L4 e IV) e no C-terminal do brago longo, o dominio globular G [32].

Varios dominios parecidos com os da laminina sdo encontrados em outras
proteinas, porém para uma proteina ser considerada como sendo uma cadeia de
laminina, a sua seqliéncia precisa possuir uma classificagcdo inequivoca de uma
cadeia a, B ou y. Em particular, a presenga de um dominio coiled-coil é essencial na
definicdo de uma familia de laminina [40].

Estudos in vitro permitiram que varias atividades da laminina, algumas
relacionadas a determinadas seqléncias e dominios, fossem identificadas. Elas
podem ser classificadas em interagbes de matriz (polimerizagédo, adesao a nidégenos
entre outras macromoléculas da ECM) e interagdes da superficie celular (com
glicolipidios, proteoglicanas e glicoproteinas, algumas destas com atividades
receptoras). Como uma generalizagao, muitas interagbes que nao estdo ligadas a
adesao celular (polimerizagdo, por exemplo) encontram-se confinadas aos bragos
curtos de todas as trés subunidades, enquanto que as interacbes mediadas por
receptores (como integrinas) localizam-se nas porg¢des N- e C-terminal da subunidade
o (Figura 6) [41].
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Figura 6. Organizagdao dos dominios da laminina 111 e 121. Cada uma das cadeias
colabora com a formagdo de um pequeno brago diferente. O brago longo consiste em
todas as trés cadeias formando uma estrutura helicoidal. Os bragos curtos sao divididos
nas partes LN e L4 (onde ha regides capazes de polimerizagdao com outras lamininas,
ligagdo a nidégenos (Nd) e agrinas). O dominio globular G é constituido apenas pela
cadeia a (LG Modules). A ancoragem a superficie celular é feita pelo contato da laminina
com carboidratos sulfatados (S-CHO), a distroglicanas (aDG), heparinas (HNK-1) e
algumas integrinas, como 61, a6p4, a7pl. Pequena afinidade a interagdo esta
representada por asterisco. Extraida de [42].

O C-terminal da cadeia o, de especial interesse para este trabalho, é definido
por um grande dominio globular (dominio G). Este dominio consiste de cinco moédulos
em repeticao, formando B-sanduiches, denominados dominios LG1 a LG5 [40,41,43].
Cada dominio LG é formados por 180 a 200 residuos, com moderada identidade
sequencial entre si (20 a 45%). Os dominios LG1 a LG3 estao conectados a LG4-LG5
por um dominio ligante (link) (Figura 7). Varios sitios de ligagdo para receptores de
superficie celular, como integrinas, estao localizados no dominio globular [44,45] e
diferem significativamente em funcdo dos variados tecidos que se encontram e/ou
estagios de desenvolvimento [40].

A repeticdo em tandem de cinco dominios LG (LG1-LGS) foi inicialmente
identificada no C-terminal da cadeia a1 de laminina [46] e subseqlentemente foi
demonstrada estar presente em todas as cadeias a da laminina (a1 a a5) conhecidas
até hoje [47].

A primeira laminina conhecida (laminina 111), foi isolada da ECM de um
camundongo portador de tumor EHS (Engelbreth-Holm-Swarm), como uma proteina

de cadeias ligadas com 200 a 400 kDa [40]. A partir da clonagem molecular das trés



cadeias das lamininas no final dos anos 80 varios homdlogos foram isolados,
revelando a grande heterogeneidade apresentada por esta proteina
[45,48,49,50,51,52].

Figura 7. Modelo em fitas do dominio-G, mostrando os cinco moédulos. link, dominio
ligante; LG1-5, modulos de repetigdo. a, cadeia a; B, cadeia B; y cadeia y.

Sao conhecidos 16 heterotrimeros de laminina, formados pela unido de cinco
diferentes cadeias a, trés B e trés y em humanos e camundongos [53] (Tabela 2).
Algumas sofrem alteragdes por protedlise fisiologica ou s&o alternativamente
processadas, resultando na producdo de variados subtipos tissulares. O
processamento alternativo é particularmente proeminente para as cadeias o3, 33 e y2
[43,54], porém também foi demonstrada a sua ocorréncia na cadeia a4 da laminina
[55] mas ndo em a1. A cadeia a4, e possivelmente a regido L4 (Figura 6) das cadeias
B podem ser modificadas quando aderidas a glicosaminoglicanas [54,56].

A trimerizacao entre as cadeias de laminina ocorre devido ao grande numero
de repeticdes seqlenciais de sete residuos, que permite interacdes hidrofébicas e
polares entre elas [57].

A cadeia a1 da laminina, um componente das lamininas 111 e 121, é
expressa em blastocistos e em rins no inicio da embriogénese [58,59]. A cadeia a2,
um componente das lamininas 211, 213 e 221, € expressa nos musculos cardiaco e
esquelético, nos nervos periféricos, no cérebro e nos capilares [60]. A cadeia a3, um
componente das lamininas 332, 3B32, 311 e 321, é encontrada na pele e outros

epitélios [61]. Componente das lamininas 411, 421 e 423, a cadeia a4 é detectada em
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capilares e na musculatura lisa [62]. Miner et al. [53] observaram que a cadeia a5,
presente nas lamininas 511, 521, 522 e 523, é expressa em multiplos tecidos durante
o desenvolvimento e em capilares de diversos epitélios. Mutagéneses sitio-dirigidas
demonstraram que a cadeia o da laminina é imprescindivel para a perfeita

organizagao dos tecidos e para a diferenciagcdo embriogénica [63,64].

Tabela 2. Nomenclatura das 16 lamininas conhecidas (Extraida de [53]).

PADRAO ABREVIADA | ANTIGA
alpB1y1 111 1
a2p1y1 211 2
al1p2y1 121 3
a2p2y1 221 4

a3AB3y2 332 ou 3A32 5 ou 5A
a3Bp3y2 3B32 5B
a3AB1y1 311 ou 3A11 6 ou 6A
a3AB2y1 321 ou 3A21 70uT7A
04p1y1 411 8
o4 p2y1 421 9
a5p1y1 511 10
a5p2y1 521 11
02p31y3 213 12
04p2y3 423 13
a532y2 522 -
a532y3 523 15

1.3.2. Integragao laminina-receptor

A interacdo entre os receptores e as lamininas, possibilita a formagao da
arquitetura dos tecidos e 6rgaos. Esta arquitetura é constituida de lamininas
interligadas, formando um polimero semelhante a uma rede integrada também por
moléculas de colageno do tipo IV interligadas, e pelas interagdes individuais de
lamininas, nidégenos, perclaranas, entre outros componentes (Figura 8). Tais ligagbes

sdo propriedades inerentes as unidades protoméricas e sdo conseqliéncia da agado em
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conjunto do sistema formado pelas varias proteinas encontradas na ECM [65,66,67],
largamente mediadas por receptores de matriz [68].

A ancoragem da membrana basal as células e tecidos é dada através da
acao mutua entre a arquitetura distinta das isoformas da laminina, interagdes com
receptores de superficie e fendtipo celular. Uma falha ou uma desregulacdo nesta
arquitetura pode acarretar problemas no desenvolvimento celular. Mutagdes em
cadeias de lamininas, podem levar a doengas genéticas humanas por exemplo, varias
formas de distrofia muscular resultam da mutagao ou delecédo dos genes codificadores
das subunidades a2, B1 ou y2; por outro lado mutagbes no gene codificador da

laminina 332 leva a epidermélise bolhosa [1].
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Figura 8. Rede da laminina e outros polimeros, mostrando a arquitetura das moléculas.
Nid, nidégeno; Per, perclarana; Lam, laminina; Col, colageno do tipo IV; I, integrina.
(Modificada de [32])

1.3.3. Biologia da laminina

As interagcdes adesivas entre as células e a membrana basal séao
fundamentais para o desenvolvimento, a diferenciagdo e a manutencao dos tecidos
[69]. A membrana basal esta presente na interface entre o epitélio e o tecido
conjuntivo adjacente, em torno das fibras musculares, das células adiposas, e na
bainha de mielina.
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No organismo adulto, a laminina desempenha um papel ndo apenas
estrutural, funcionando como base de sustentagao e filtro molecular [70], mas também
se constitui em um importante substrato em processos migratorios fisiolégicos, como o
deslocamento de células do sistema linfo-hematopoético.

A laminina € o primeiro componente da membrana basal a aparecer durante o
desenvolvimento embrionario, com vastas fungbes biolégicas, como a manutencgéo da
membrana basal, a adesdo celular, a progressdo de tumores, a angiogénese e a
metastase [71]. Algumas das fungbes da laminina estao relacionadas a dominios
especificos da molécula, que possivelmente possuem diferentes efeitos sobre as
células.

Foi demonstrado que a laminina apresenta a capacidade de se auto-
polimelizar in vitro, independentemente da presenga de outros constituintes da
membrana basal ou da superficie celular [72]. Estudos do processo de polimerizagao
da laminina em pH acido e neutro revelaram que em pH acido o processo é
instantaneo, irreversivel e independente da concentragao da proteina [73]. A producéo
no laboratério de matrizes de laminina polimerizadas abriu a possibilidade de se
estudar in vitro as respostas celulares promovidas por esta proteina.Foi descrito por
Freire et al. que a laminina polimerizada em pH acido promove o crescimento neuritico
10 vezes mais eficiente que a laminina neutra [73]. Com a utilizagdo de fragmentos
especificos da molécula foi possivel demonstrar que o polimero acido era formado
apenas por interacdes entre os bracos curtos, restritas a um Unico plano espacial. Por
outro lado, nos polimeros neutros também ocorriam interagdes entre os bragos longos
que promoviam a formacgao de agregados de estrutura tridimensional.

Existem evidéncias de que as respostas a substratos de laminina
polimerizados de formas distintas possam possuir relevancia fisioldgica. A organizagao
espacial das proteinas ECM modulam o sinal recebido pelas células [74,75].
Cukierman et al. [76] mostraram que fibroblastos aderem melhor e sao largamente
estimulados a proliferar em substratos tridimensionais, enquanto que em substratos
previamente planarizados proliferam menos, porém aumentam seletivamente sua
capacidade migratéria. Células endoteliais colocadas em um substrato de tamanho
restrito entram em apoptose, enquanto podem se diferenciar em estruturas tubulares
ou proliferar a medida que se aumenta o espacamento entre os depésitos de proteinas
da ECM fornecidas como substrato [77,78,79]. Tanto no caso dos fibroblastos quanto
no das células endoteliais fica claro que as diferentes respostas ndao podem ser
explicadas apenas pelo reconhecimento especifico ao nivel molecular, uma vez que

decorrem de interagbes mediadas pelos mesmos ligantes e receptores. Sendo assim,
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as diferengcas na transducdo de sinal sdo devidas provavelmente a distribuicao

diferencial dos sitios de interagao ligante-receptor.

1.3.3 Laminina 111

O heterotrimero de laminina 111 é uma molécula em formato de cruz (Figura
6), estrutura basica das lamininas, com pequenas modificagbes entre as isoformas.
Uma das diferencas estruturais encontradas entre as cadeias a € a extenséo de cinco
modulos de dominios globulares (LG). Embora tais médulos sejam encontrados em
varios outros componentes da ECM, as cadeias 3 e y ndo os possuem, apesar de
serem encontradas outras semelhangas com a cadeia o, como os dominios globulares
N-teriminal (LN).

As integrinas a1p1 e a2B1 possuem sitios de ligagdo localizados no N-
terminal da cadeia a1 da laminina, porém € pequena sua contribuicdo na adesao
celular, e os papéis desempenhados por esta interagido in vivo ainda nao foram bem
esclarecidos. O dominio globular (G) possui adesdo para a maior parte das células.
Esta adesdo é mediada largamente pelas integrinas a6p1, a6p4 e a7B1 dependendo
do tipo celular estudado [80].

Dentre todas as cadeias a de laminina, o dominio G da laminina 111 é a
regido que possui maior numero de receptores de adesdo celular [81]. A regido
compreendida pelos dominios LG1-LG3 possui potente atividade de adesao celular
mediada pelas integrinas a6p1, a6p4 e a7p1 [16,82,83]. Ja o fragmento contendo os
dominios LG4-LG5 também da cadeia a1 da laminina, promovem a adesdo de
heparinas, sindecanas e o distroglicanas [84,85,86]. Para identificar os sitios de
adesdo na laminina 111, Nomizu et al. [87] utilizaram 673 peptideos sintéticos
cobrindo toda a proteina. O grupo encontrou por volta de 20 sequéncias com atividade
adesiva, incluindo as que interagem com a integrina o6B1, destas todas séo
localizadas na porcao globular e mais especificamente entre os dominios LG1-LG3
(Figura 7).

1.4. Modelagem e dindmica molecular
Em 1956 foi determinada pela primeira vez uma seqliéncia protéica, a da

insulina bovina. Desde entdo, estudar a funcdo, estrutura e modo de agdo das

proteinas em processos celulares € de grande importancia nas ciéncias biolégicas
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moleculares.

Métodos experimentais como a difracdo de raios X ou NMR, possuem um
papel indispensavel na correta compreensdao dos mecanismos bioquimicos das
proteinas, na elaboracdo de modelos experimentais, na construgdo de relacdes
filogenéticas, no desenho de farmacos, no desenvolvimentos de vacinas, dentre varios
outros.

Em 1972 foi criado o primeiro banco de dados contendo estruturas de
proteinas, conhecido como banco de dados de proteinas (Protein Data Bank - PDB
[88]). Este banco disponibiliza coordenadas atémicas de proteinas, oriundas de
diversos organismos, descrevendo até o final de 2006 a estrutura de cerca de 40 mil
proteinas, associadas aos mais diversos processos biolégicos. Porém a quantidade de
dados estruturais ndo é proporcional ao nimero de seqiiéncias identificadas. A analise
das coordenadas atdbmicas das proteinas cuja estrutura € conhecida, permitiu que
fossem estimados cerca de 1000 enovelamentos protéicos, representando o conjunto
basico de topologias usadas pela natureza em suas fungbes bioldgicas.
Evidentemente, muitas proteinas ainda terdo sua estrutura tridimensional descoberta,
€ possivel que novos enovelamentos ainda sejam desvendados, porém
aparentemente a maioria dos enovelamentos existentes na natureza s&o conhecidos
até o momento. Ao mesmo tempo parece cada vez mais evidente a estreita relacao
entre estrutura e funcdo de biomoléculas, sugerindo que dados valiosos podem ser
observados por seus motivos estruturais, surgindo entdo a necessidade do
desenvolvimento de novas alternativas a resolucao estrutural.

Na falta de estruturas experimentalmente determinadas, a modelagem
comparativa ou modelagem por homologia pode fornecer modelos tridimensionais
uteis para uma proteina relacionada a pelo menos uma estrutura conhecida. Este
meétodo prediz a estrutura tridimensional de uma dada seqiiéncia (alvo) baseada no
alinhamento sequiiencial com uma ou mais proteinas cujas estruturas sejam
conhecidas (template).

Diferentemente de outras metodologias, como ab initio, a modelagem
comparativa pode predizer a estrutura tridimensional de uma proteina com uma
acuracia comparada a de uma estrutura experimentalmente determinada com boa

resolucdo [89], baseada em duas observacoes:

i) A estrutura de uma proteina é determinada por sua seqiéncia de
aminoacidos [90], e baseado nesta teoria, em tese, seria possivel obter-se a
estrutura conhecendo-se a sequéncia.

i) Durante a evolugédo, a estrutura € mais estavel e passivel de
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modificacbes muito mais lentamente que a seqléncia a ela associada,
mostrando que seqiéncias similares adotam estruturas homologas, e que
mesmo sequéncias pouco relacionadas ainda podem manter estruturas
parecidas [91]. Enquanto o percentual de residuos idénticos entre duas
seqUéncias se encontrar na regiao dita como “segura” (pelo menos 30% de
identidade), é provavel que elas tenham uma estrutura similar.

A modelagem comparativa pode ser considerada util a fim de obter-se
informacao sobre proteinas de interesse. Por exemplo, modelagem tedrica pode
contribuir no desenho de mutantes para testar hipoteses acerca da fungao de
determinada proteina [92], identificacdo de um dado sitio ativo [93], identificar,
desenhar e melhorar ligantes para um determinado sitio ativo [94], dentre outras
aplicacgoes.

Na pratica, a metodologia da modelagem por homologia € um processo
composto basicamente pelas seguintes etapas:

i) Busca por sequéncias homélogas e alinhamento inicial da sequéncia
alvo com a(s) sequéncia(s) template(s).

ii) Corregéo do alinhamento.

iif) Geracao do modelo.

iv) Validagédo do modelo.

v) Modelo final.

Através da simulacdo do movimento de um sistema de particulas aplicada a
macromoléculas biolégicas, pela aplicacdo da técnica de dindmica molecular (DM),
sao obtidas as trajetérias dos atomos de uma determinada proteina em meio aquoso
ou no vacuo em funcao do tempo. Com a utilizacdo de ferramentas computacionais, as
propriedades fisicas macroscépicas e locais podem ser observadas, a fim de se obter
informacdes de processos dindmicos que ocorrem em sistemas biolégicos, como:

» Estabilidade da estrutura protéica [95].

» Modificagdes conformacionais [96].

= Empacotamento de proteinas [97].

= Transporte de ions em sistemas bioldgicos, como membranas
[98,99,100].

DM é uma técnica de simulacdo computacional usada para reproduzir a
movimentacdo de particulas que permite o acompanhamento temporal de todos os
atomos através da integragdo das equagbes classicas de movimentos. Cada atomo
pode ser especificado em termos de suas posicdes e momentos, interagindo entre si

ao longo do tempo, segundo as leis da mecanica classica, ou mais especificamente a
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lei de Newton:

Fi=ma (1)

para cada atomo i em um sistema composto por N atomos. Na equagéo, m;, € a massa

2

do atomo, a; = é a aceleracdo, e Fi é a forga atuando sobre ele e I, é a

dt?
posigao.

Os atomos “movem-se” através de potenciais de interagdo na simulacao,
chocando-se uns contra os outros (em um sistema fluido), de um modo bastante
similar ao que acontece na realidade. As equacgdes sao resolvidas simultaneamente
em pequenos espacgos de tempo, tomando-se o devido cuidado para que a presséo e
temperatura do sistema mantenham os valores desejados. Nos sistemas moleculares,
submetidos a simulagcdes por DM contidos neste trabalho, o solvente é representado
explicitamente. As interacbes eletrostaticas sdo calculadas pelo Método de Ewald, ou
PME, que permite que uma determinada particula interaja com as demais do sistema e
com todas as suas imagens.

Mais detalhes sobre o método de simulagdo por DM podem ser encontrados

em Brendsen e van Gunsteren [101], Allen e Tildesley [102] e van Gunsteren [103].
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2. Objetivo

Esta dissertacao tem por objetivo compreender os mecanismos funcionais da
interagcao entre o dominio LG1 da laminina 111 humana e os dominios B-propeller e BA
da integrina a6p1, a fim de se estudar a complementaridade estrutural entre estas
duas proteinas.

Neste trabalho foi construido o primeiro modelo do complexo de interacao
entre a integrina o631 e a laminina 111, pela:

i)  Construgdo de um modelo utilizando a metodologia de modelagem por
homologia da cabeca da integrina a6f1 humana (dominios B-propeller e
BA).

i) Construcao de um modelo utilizando a metodologia de modelagem por
homologia do dominio da laminina 111 humana com o qual a integrina
a6p1 se liga.

iii)  Construgdo de um modelo do complexo formado pela cabega da integrina
061 e o dominio LG da laminina 111.

iv)  Realizacdo de inferéncias sobre a estrutura dos dominios de interacéo

das proteinas em estudo.
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3. Materiais e métodos

Neste capitulo, serdo descritas as metodologias e ferramentas utilizadas para
a modelagem dos dominios B-propeller e BA da integrina a6p1 e do dominio LG1 da

laminina 111 humana.

3.1. Modelagem da integrina o631

A metodologia de modelagem por homologia € constituida basicamente por
quatro etapas sucessivas: a identificacdo da(s) proteina(s)-molde (template), o
alinhamento entre as sequéncias, a construgdo das coordenadas e a validagdao do

modelo. A seguir serao descritos os processos utilizados em cada uma das etapas.

3.1.1. Selecédo do template

O passo inicial na modelagem comparativa € identificar todas as proteinas
relacionadas a seqiéncia alvo, selecionando quais serdo usadas como template. As
sequéncias correspondentes aos dominios B-propeller da cadeia a6 (SWISS-PROT
[94] P23229, residuos de 1 a 439) e BA da cadeia 1 (P05556, residuos de 111 a 334)
de integrina humana foram selecionadas para a criagdo do modelo da cabeca da
integrina a6p1. O programa BlastP [104], que busca por regides contendo similaridade
local entre duas seqliéncias, foi utilizado na busca por estruturas template, para a
aplicacdo da metodologia de modelagem molecular comparativa. Este programa
compara as sequéncias de proteinas contra bancos de dados (no caso o utilizado foi o
Protein Data Bank ou PDB). As estruturas das integrinas avp3 (PDB 1L5G) [27] e
allbp3 (PDB 1TXV) [105] foram selecionadas como template, dadas suas

similaridades sequenciais mais significativas a a631.

3.1.2. Alinhamento entre as sequéncias dos dominios B-propeller

e BA das integrinas
O programa ClustalW [106], com as suas configura¢des padrao, foi utilizado

para o alinhamento multiplo entre as seqliéncias dos templates av (1L5G), allb (1TXV)

e ab (P23229). Para a regiao BA, foi feito alinhamento entre as sequéncias
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correspondentes B1 (P05556) e B3 (1L5G), para a construgao do modelo da regido
compreendida pela cabega da integrina a6p31.

Visando investigar possiveis diferengcas entre as regides de p-propeller de
algumas integrinas nao possuidoras de dominio I, foi realizado o alinhamento entre
duas isoformas de a6 (P23229 e P23229-6) e outras duas de a7 (Q13683 e Q13683-
4), além das seqléncias de allb (P08514) e av (PO6756).

3.1.3. Modelagem por homologia da integrina o631

Uma vez que o alinhamento entre as seqiéncias alvo e template(s) tenha
sido feito, a modelagem por homologia foi empregada para a constru¢ao do modelo
3D da proteina alvo. O método utilizado foi o de modelagem pela satisfacao de
restricdes espaciais. Este método calcula as restricdes espaciais da estrutura
template, e usando o alinhamento entre as sequiéncias alvo e template, as aplica a
sequéncia alvo. Tais restricdes geralmente sao obtidas assumindo que as distancias e
angulos correspondentes entre os residuos alinhados no template e no alvo sao
similares. O modelo é entdo derivado da minimizacao das violagcbes de todas as
restricdes, e é construido pela imposi¢cao dessas restrigdes de angulos e distancias na
sequéncia alvo, derivadas do alinhamento com a(s) estrutura(s) template, através da
otimizagao da funcao objetiva no plano Cartesiano.

Nesta etapa, foi utilizado o alinhamento entre as sequéncias de a6p1 e avp3
e allbB3, além do arquivo contendo as coordenadas das estruturas template (1L5G e
1TXV). Estes s&o os arquivos utilizados pelo programa MODELLER 8v1 [107] para a
construgao automatica do modelo pela metodologia de modelagem por homologia.

Como a estrutura de avp3 nao possui uma a-hélice na por¢gao N-terminal do
dominio BA, importante para a estabilidade estrutural e como esta regido corresponde
aos residuos de 334 a 352 em allbp3, esta estrutura foi incluida como template para a
construgcao do dominio BA do modelo de a6p1. Desta forma pudemos assegurar uma
maior confiabilidade na estrutura do modelo.

Para a cabega da integrina o6B1 (dominios B-propeller e BA) foram
construidos 10 modelos. Destes o escolhido foi o de menor valor de energia interna
que é calculado pelo proprio programa MODELLER. A visualizagdo dos arquivos PDB
foi feita através dos programas VMD [108] e NOC [109].
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3.1.4. Validagao e analise estrutural do modelo de o631

A qualidade de um modelo determina quanta informagao pode ser extraida
dele. Desta forma estimar a acuracia de modelos 3D é essencial para interpreta-los.
Um requisito basico para um modelo é ter uma boa qualidade estereoquimica.

Toda estrutura secundaria pode ser descrita pelos angulos de torgdo ¢ e v
(Figura 9), que sao repetidos a cada aminoacido, ao longo da cadeia polipeptidica. Os
valores permitidos desses angulos, ou aceitaveis para estruturas tridimensionais das
proteinas, para que nao haja conflitos estéricos, sdo, usualmente, demonstrados
graficamente pelo grafico de Ramachandran [110] (Figura 10). A maioria das
combinagdes de ¢ e y representam combinagdes proibidas para a cadeia polipeptidica
e apenas trés regides do diagrama sao fisicamente acessiveis a maioria dos residuos
[111] (Figura 10).

De posse do modelo dos dominios B-propeller e BA de a6p1, a avaliagcdo da
qualidade estereoquimica e validagcdo da estrutura foi analisada pelo programa
PROCHECK, na sua versao 3.5 [112]. Este programa analisa a tor¢do dos angulos ¢ e
vy da cadeia principal de uma determinada proteina, e usa percentagens de ocupagao
no grafico de Ramachandran como resultado de suas andlises. Este grafico é
particularmente Gtil na validagao porque ele define os residuos que estdo nas regides
estereoquimicamente mais favoraveis e desfavoraveis, e orienta a avaliagdo da
qualidade de modelos tedricos ou experimentais de proteinas.

O PROCHECK também avalia o comportamento das cadeias principal e
lateral da proteina analisada, comparado a estruturas em resolucédo similar. Alguns
parametros sdo analisados tais como: os comprimentos de ligagdo, a planaridade dos
anéis de cadeias laterais e das ligagbes peptidicas, a quiralidade, as conformacgdes
das cadeias laterais, os angulos torcionais das cadeias principal e lateral, o
impedimento estérico entre pares de atomos nao-ligados e a qualidade do grafico de

Ramachandran.
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Figura 9. Ligagao peptidica de dois aminoacidos consecutivos. Os dngulos torcionais ¢ e
v permitem que cada plano formado por esta ligagao gire em relagao aos seus vizinhos.
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Figura 10. Grafico de Ramachandran, no qual estdo mostradas as regides fisicamente
permitidas para os aminoacidos. E possivel identificar regides de estrutura secundaria.
A- Regides de a hélices mais favoraveis; a — Regidoes de a hélices adicionalmente
permitidas; ~a — regides de o hélices generosamente permitidas; B — regides de folhas f§
mais favoraveis; b - regides de folhas f adicionalmente permitidas; ~b - regides de folhas
B generosamente permitidas; L — regides de a hélices de mao esquerda mais favoraveis;
| — regides de a hélices de mao esquerda adicionalmente permitidas; ~I — regides de o
hélices de mao esquerda generosamente permitidas; p — regides para Glicinas
adicionalmente permitidas; ~p — regides para Glicina generosamente permitidas
(Modificado de [113])

A analise da qualidade do grafico de Ramachandran é baseada em 118
estruturas experimentais com pelo menos 2,0 A de resolugdo. Para estas estruturas,
dada a baixa temperatura em que elas foram obtidas e seu consequiente estado ndo
relaxado, espera-se que pelo menos 90% de seus residuos (excluindo-se as Glicinas)
encontrem-se nas regides mais favoraveis. Porém, para modelos tedricos e refinados,

dado o estado relaxado dos dngulos de suas cadeias laterais e portanto diferentes aos
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experimentais, é usual somarmos as porcentagens obtidas para residuos posicionados
nas regides mais favoraveis e nas regides adicionalmente permitidas a fim de se obter

a porcentagem que avalia a qualidade do modelo.

3.1.5. Refinamento do modelo de 06§31

O modelo da porgdo N-terminal da integrina a6p1 foi refinado pela aplicagédo
de metodologia de DM utilizando o pacote GROMACS 3.3.1 [114], em precisdo
simples e condigdes periddicas de contorno ou CPC [115], utilizando clusters de
processadores Itanium2 de 1.5 GHz e rodando em sistema operacional Linux.
Precedendo as simulacdes de DM, o modelo foi solvatado e centralizado em uma
caixa d’agua octaedrica com ~90000 atomos de agua no modelo SPC [116], e foi
aplicado o campo de forca GROMOS96 53a6 [117]. Com a finalidade de neutraliza-lo,
quando necessario foram adicionados ao sistema ions CI" e/ou Na®, em quantidades
suficientes para alcancar a concentragao de 0,001 mol/litro de acordo com o volume
de solvente contido na caixa.

O sistema formando por a6p1+Mg*?+H,O+sal (~97000 &tomos) foi entdo
submetido a minimizacdo de energia aplicando-se 2 mil passos pelo método de
maximo declive [118], sem restricoes, para a remocgao de contatos de van der Waals
mal posicionados. Posteriormente o sistema foi submetido a 150 ps de DM sem
restricobes, e estendida por mais 300 ps. Pelo ensamble NTP, a temperatura foi
mantida constante pelo tratamento termostatico de Berendsen [119] a 400 K e presséao
de 1 atm, procedidos por mais 300 ps a 312 K e mesma pressdo, com um passo de
integracdo de 1 fs. As interagdes eletrostaticas foram calculadas pelo Método de
Ewald (PME — Particle Mesh Ewald) [120] com um cutoff de 9 A. As coordenadas de
todos os atomos do sistema foram escritas a cada 5 ps, para a andlise das trajetorias.

Para a analise de cluster das trajetorias obtidas, foi utilizado o script g_cluster
(todos os scripts utilizados neste trabalho estédo incluidos no pacote GROMACS), e o
modelo final foi obtido a partir da estrutura média do cluster mais representativo (cutoff
de 2 A).

3.2. Modelagem de a6B1 em complexo com pequenos ligantes

peptidicos

As coordenadas para a criagdo do modelo da cabega da integrina a6p1 em
complexo a pequenos ligantes peptidicos (ECDF, RGDF, PECDFP, DCDF e ECDW)
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foram extraidas da estrutura de avB3 em complexo com o peptideo ciclico RGDFV
(PDB 1L5G). Cada modelo foi criado utilizando a metodologia de modelagem por

homologia, ja descrita anteriormente (sec¢ao 3.1).

3.2.1. Refinamento do modelo de o6f1 em complexo com

pequenos ligantes peptidicos

A preparagdo dos sistemas formados por a6f1+Mg*?+peptideo+H,O+sal foi
idéntica a citada na secéo 3.1.5. Para os sistemas formados pela integrina o631 e os
peptideos ECDF e RGDF, o tempo total de simulagao aplicado sem restricbes foi de
550 ps. Deste total, 100 ps foram aplicados a temperatura de 400 K e pressao
constante de 1 atm, neste caso a dindmica de relaxamento. Ja para a DM de produgéo
foram simulados 450 ps a temperatura de 312 K e a mesma pressao.

Os modelos de a6B1 em complexo com os peptideos PECDF, DCDF e
ECDW foram submetidos a um tempo total de DM (aplicada sem restricbes)
padronizado em 3 ns. Destes os 100 ps, a dinamica de relaxamento, foram aplicados a
temperatura de 400 K e pressao constante de 1 atm. Durante os 2.900 ps restantes, a
DM de producéo foi aplicada ao sistema a temperatura de 312 K e a mesma pressao.

A avaliagdo das distancias entre os residuos, observadas durante os
experimentos de DM, foi feita com o script g_mindist. O cutoff considerado, para todas
as simulagdes neste trabalho, para as pontes de hidrogénio, as pontes salinas e as
interacdes eletrostaticas foi de 3,2 A, 4,0 A e 4,0 A, respectivamente.

As analises das médias para os termos de interagdo de Coulomb (Coulomb-
SR) e Lennard-Jones (Lennard-Jones-SR), medidas para o conjunto formado pelas
cadeias a e B da integrina e o peptideo, foram realizadas utilizando o script g_energy.
O servidor PISA [121], foi utilizado para examinar os valores do AG entre as cadeias

da integrina o631 e o peptideo contatante, além da area de contato entre eles.
3.3. Modelagem do dominio LG1 da laminina 111
3.3.1. Selecgao do template
A partir da seqiiéncia da cadeia a1 de laminina 111 humana, P25391, foi

selecionada a regiao compreendida pelo dominio LG1 (residuos de 2117 a 2297). O

programa BlastP mostrou que LG1 de laminina 111 possui maior identidade a
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estrutura do dominio LG4 de laminina 211 de camundongo (PDB 1DYK [122]).

Embora a identidade entre os dominios LG4 e LG5 seja relativamente baixa,
ha um alto grau de conservagao estrutural entre eles. Isto permite que as coordenadas
da estrutura resolvida (PDB 1DYK) sejam extrapoladas aos outros membros da

superfamilia de dominios LG com alta confiabilidade [122].

3.3.2. Alinhamento entre as seqiiéncias dos dominios LG de

laminina

A estrutura do dominio LG4 de laminina 211 murina (PDB 1DYK) foi utilizada
como template para a modelagem do dominio LG1 de laminina 111, e a partir da
utilizacdo do programa ClustalWW foi composto o alinhamento entre elas. A fim de
identificar a conservagao entre regides de contato entre a integrina e a laminina, foi
realizado um alinhamento mudltiplo. Para este alinhamento foram utilizadas as
sequUéncias correspondentes aos dominios LG1 a LG5 das lamininas: 211 de
camundongo (Q60675); 111 humana (P25391); 111 de camundongo (P19137),

totalizando 15 sequéncias.

3.3.3. Modelagem por homologia do dominio LG1 de laminina 111

A metodologia de modelagem por homologia utilizada para a construgéo do
modelo do dominio LG1 de laminina 111 foi semelhante a empregada na construgao
do modelo da integrina a6p1.

Na estrutura dos dominios LG4 e LG5 de lamininas 211 e 111 murina ha a
presenca de dois ions Ca*? (um em cada dominio) [122,123]. Porém em comunicagéo
pessoal com um dos autores desses estudos, foi esclarecido que ainda nido ha
evidéncia experimental que comprove a sua presenca nos outros dominios LG tanto
nas lamininas murinas citadas, quanto em outras lamininas. Assim tais ions foram
desconsiderados para a construcdo do modelo do dominio LG1 de laminina 111

humana.

3.3.4.Validagao e analise estrutural do modelo do dominio LG1 da

laminina 111

De posse do modelo de menor energia interna, a avaliagdao e a validagao

foram feitas pela utilizagdo do programa PROCHECK, empregando a mesma
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metodologia ja descrita na se¢éo 3.1.4.

3.4. Construgcado do modelo do complexo formado pela integrina a6p1 e

o dominio LG1 de laminina 111

A partir do modelo dos dominios B-propeller e BA da integrina o631 (refinado)
e 0 modelo do dominio LG1 da laminina 111, foi construido o complexo formado pelas
duas proteinas. O programa Swiss-pdbViewer [124], através do emprego de docking
manual, foi utilizado para a construcido do modelo do complexo. O modelo do dominio
LG1 da laminina 111 foi manualmente docado ao modelo da cabeca da integrina 631,
através do posicionamento de seu residuo Asp82 em proximidade ao MIDAS da
cadeia B1, a uma distancia menor que 4 A. Como demonstrado por Ido et al. [125], a
laminina 511 humana perde cerca de 60% a sua capacidade de adesdo a integrina
quando o residuo Asp82 de seu dominio LG3 é mutado. Entao, dada a importancia de
Asp82 na adesdo da laminina a integrina a6p1, considerou-se este residuo como
chave para o contato entre LG1 e a integrina a61.

A partir do posicionamento inicial de Asp82 em contato com o MIDAS, o
dominio LG1 foi disposto em contato com a integrina de modo que a fita p “H”
mantivesse em contato com o B-propeller de a6p1.

Foram construidas 3 variantes do complexo. Apos a aplicacdo de 2000
passos de minimizacdo de energia pelo método de maximo declive, cada modelo foi
submetido a 500 ps de DM para relaxamento, a temperatura de 400K e presséo de 1
atm, sem restricdes. Foi entdo selecionado o modelo em que LG1 estava melhor
posicionado a a6p1, quanto aos parametros de distancia entre Asp82 e MIDAS e de
contatos entre a fita B “H” e o B-propeller (proximidade da fita p “H” ao loop de
interacao a ligantes no p-propeller).

Para demonstrar a viabilidade do complexo descrito acima, foram criados
outros dois modelos, como controles negativos, mantendo em ambos o
posicionamento inicial de Asp82 em contato com o MIDAS. Em um deles, o LG1 foi
paralelamente posicionado ao eixo arbitrario, formado entre as cadeias a e B da
integrina, de modo que a fita B “H” ndo mantivesse contato com o p-propeller de o6. Ja
para o segundo modelo, o dominio da laminina foi posicionado de forma que a fita f3
“H” estivesse exposta ao solvente e a fita B “F”, posicionada oposta a fita B “H” no
dominio LG1, em contato com o p-propeller. Ambos posicionamentos de LG1

desacordam a literatura, dado que no primeiro ndo ha contato entre a fita p “H” e o B-
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propeller, demonstrado por Nomizu et al. [87] como existente. No segundo modelo
construido como controle negativo, nao ha descrigdo na literatura sobre contato entre

a fita B “F” de dominios LG e integrinas.

3.4.1. Refinamento do complexo de 061 e LG1

Ao modelo do complexo formado por a6p1 e LG1 (~ 8.500 atomos) foi
aplicada metodologia semelhante a descrita na segéo 3.1.5.

O sistema formado por a6p1+LG1+Mg*?+H,0+sal (formado por ~ 108.500
atomos) foi entdo submetido a minimizagao de energia, para remogao de contatos de
van der Waals mal posicionados, sem restricbes. Assim, foram aplicados ao sistema 2
mil passos de minimizagao utilizando o algoritmo BFGS [126], € mais 2 mil passos
pelo método de maximo declive. Para o relaxamento do sistema, 150 ps de DM sem
restricbes foi aplicado, com temperatura de 400 K e pressdo de 1 atm. A DM de
producao (também sem restrigdes) foi feita através da aplicacdo ao sistema de 5.850
ps de simulacgédo, sob temperatura de 312K e a mesma presséo.

A energia de interacao foi monitorada através da separacdo do complexo em
grupos formados por LG1 e a6p1 (script make_ndx), e posterior acompanhamento dos
valores de energia (script g_energy). As analises de distancias e clusterizagdo foram
feitas através da mesma metodologia ja descrita.

A partir da estrutura média do cluster mais representativo, foram feitas as
analises da superficie de contato e AG entre os dominios, calculados através do

programa PISA.

3.4.2. Validagao e analise estrutural do modelo do complexo da

integrina o631 e LG1 da laminina 111
A partir do modelo final do complexo formado pela integrina o631 e o dominio

LG1 da laminina 111, a etapa de validacao foi feita da mesma forma que a descrita na

secao 3.1.4.
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4. Resultados e discussao

4.1. Introducao

Simulagbes de DM permitem a construgdo de modelos baseados em
condigbes bem proximas ao experimental. Desta forma elas tornam viavel o estudo de
regides onde a experimentagao nao é possivel.

A aplicagdo da técnica de DM possibilitou o exame das modificacdes
conformacionais das interagdes eletrostaticas, hidrofobicas e aromaticas e de
superficie de contato intermolecular nas proteinas estudadas. Esta técnica em
conjunto com a avaliagdo de grandezas macroscopicas, como diferengas de energia
de interagao, constitui uma ferramenta imprescindivel para os estudos pormenorizados
abordados neste trabalho.

As andlises aqui discutidas tém seus fundamentos em estatisticas sobre os
conjuntos de trajetérias geradas pela DM e ja foram aplicadas em outros estudos
semelhantes do tipo proteinalligante, inclusive para outras integrinas [105,127,128].
Vale ressaltar que a aplicacdo dessas técnicas pode constituir uma alternativa a mais
de investigacdo, tao confiavel e eficiente quanto técnicas modernas de bioquimica
porém mais rapida, automatica e de baixo custo.

Neste trabalho, foi construido um modelo do complexo da integrina o631 com
0 dominio LG1 da laminina 111 humana, que inicialmente uniu observagdes
disponiveis na literatura com conclusbes inovadoras. Desta forma foi possivel o
desenvolvimento do conhecimento sobre a forma com que aquelas duas proteinas

interagem, questao que ainda nao foi claramente respondida.

4.2. Modelagem da integrina a631

4.2.1. Selecdo do template

Com o objetivo de construir modelos da estrutura tridimensional da porgao N-
terminal da integrina 061 o programa BlastP foi usado para comparar as sequéncias
de aminoacidos de a6 (P23229) e de 1 humanas (P05556) depositadas no banco de
dados SWISS-PROT com as estruturas resolvidas experimentalmente no PDB. Foram

encontrados 32% de identidade e 10% de gaps entre a cadeia a6 e av da integrina
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resolvida por difragdo de raios X, na resolucdo de 3.2 A (PDB 1L5G) [27]. Entre as
cadeias 1 e B3 da mesma estrutura, foram encontradas 54% de identidade e 1% de
gaps sendo que estes resultados permitem a aplicagdo da metodologia a seguir. Esta
€ a unica estrutura de integrina ndo possuidora de dominio | depositada no PDB que
esta em contato com inibidor peptidico, permitindo a comparagdo das regides

responsaveis pela adeséo no B-propeller e BA.

4.2.2. Alinhamento das seqiiéncias dos dominios B-propeller e BA

das integrinas

Alinhamentos sequenciais e estruturais foram utilizados com a finalidade de
construir um perfil estrutural das integrinas n&o possuidoras de dominio I. Assim foram
comparadas as estruturas primarias das integrinas o6 (P23229), a7 (Q13683), av
(P06756) e allb (P08514).

Algumas integrinas, como a a6, sdo expressas em variantes extracelulares
resultantes do splicing alternativo de exons em tecidos humanos [19]. A comparag¢ao
entre as sequéncias de duas isoformas de a6 com outras cadeias o de integrinas
mostrou que ela é mais similar a o7 (57% de identidade). Esta integrina também
apresenta variagao por splicing alternativo, em regides equivalentes a a6 [129] ( Figura
11).

Tais variantes, codificadas a uma regido localizada entre os subdominios D3
e D4, formam parte do sitio de adesao no B-propeller, embora o papel especifico
desempenhado por elas ainda n&o foi totalmente esclarecido. Como ambas integrinas
(a6 e a7) aderem-se a laminina [129] e parecem possuir caracteristicas estruturais
semelhantes, é possivel o envolvimento dessas variagdes na adesdo a outros ligantes.
Investigacdes experimentais s&o necessarias para a total elucidagdo da importancia

das isoformas em integrinas.
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Figura 11. Alinhamento comparativo entre as seqiiéncias das isoformas de 0.6 (P23229-1
e P23229-6), a7 (Q13683-1, Q13683-4), av e allb. Cada subdominio esta numerado de D1

a D7. As insergdes que ocorrem nas seqiiéncias das isoformas de a6 P23229-1 e a7
Q13683-1 estao assinaladas pelo retangulo rosa.

O alinhamento comparativo das estruturas primaria e secundaria da porcéo
N-terminal da integrina a6, av (template) e allb utilizou as seqiéncias de a6 (P23229),
av (P06756) e allb (P08514), além de informacgdes estruturais de avf3, disponiveis
em http://www.PDB.org/PDB/explore.do?structureld=1L5G. Xiong et al. [27]
identificaram os aminoacidos Asp150 (localizado entre os subdominios D2 e D3) e
Asp218 (localizado entre os subdominios D3 e D4) como sitios de adesédo no B-
propeller de oav. Este alinhamento mostra que embora a identidade entre as
sequéncias de a6 e av seja de 32%, a estrutura secundaria é conservada. Além disso
as 6 Cisteinas encontradas no B-propeller da estrutura template estdo conservadas em

6. Estes achados reforcam a possibilidade de utilizagdo da técnica de modelagem
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por homologia.

E notavel a distingdo eletrostatica entre as duas integrinas a6 e av. Enquanto
av apresenta um nucleo de residuos negativamente carregados proximos a Asp150
(QDIDAD), em a6 observa-se, nesta mesma regido, a ocorréncia de residuos
positivamente carregados (RLRGHE) (Figura 12). Em o6 ha a presenga de uma
Metionina alinhada ao Asp218 de av, em uma posicdo favoravel a contatos
hidrofébicos (e nao eletrostaticos). Isto sugere que a regido de adesao a peptideos em
a6 seja o unico sitio de contato no B-propeller de a6 (Figura 12).

O alinhamento das regides correspondidas pelo BA da cadeia 1 com 3
revelou uma alta conservagao, de modo que todos os residuos coordenadores do
MIDAS em B3 [27] estdo alinhados a seus idénticos no modelo 1, chamados D19,
S21, S23, E120 e D130 (Figura 13A). Como muitos dos residuos localizados em sitios
de adesao ao MIDAS foram determinados por experimentos de mutagénese sitio-
dirigida, a identidade inerente a este alinhamento garante a preservagao do padrao de
coordenagao do MIDAS na estrutura template. Fica claro que a topologia total do
template foi extrapolada ao modelo (Figura 13B); sendo assim, todos os cinco
residuos estao topologicamente em posigdes idénticas aos residuos de coordenagéo
ao metal do template. Além disto, as Cisteinas estdo conservadas, permitindo a
extrapolacdao de suas coordenadas do template para o modelo, o que reforca a

qualidade do modelo obtido para 1.
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Figura 12. Alinhamento entre as seqiiéncias do B-propeller de a6, allb e av. Cada
subdominio estd numerado de D1 a D7. A estrutura secundaria esta representada por:

setas, fita B; cilindro, a-hélice; reta, loop; circulos pretos e azuis designam os
aminoacidos responsaveis pelo sitio de ligagdao em a6 e av, respectivamente.
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Figura 13. (A) Alinhamento das seqiiéncias 33 e 1. As setas indicam os aminoacidos
responsaveis pela coordenagido do sitio MIDAS . (B) Representagdo em fitas do
dominio BA, mostrando os residuos criticos associados a coordenagao do
MIDAS.

4.2.3. Avaliagcao do modelo obtido para os dominios B-propeller e

BA da integrina a6p1

O primeiro modelo para as subunidades o e B da integrina a6p1 foi construido
por modelagem por homologia utilizando-se o programa MODELLER, das regibes
correspondentes aos aminoacidos 1 a 439 e 111 a 334, respectivamente (estes
renumerados de 1 a 223), responsaveis pelo sitio de ligagao. Os outros dominios,
tanto para a cadeia o quanto para B (EGF-1, EGF-2, Calf, Thigh), foram
desconsiderados pois estdo minimamente definidos no template. Desta forma, a
focalizagdo nas regides responsaveis pela adesao aos ligantes produz uma melhora
significativa no modelo obtido.

A estrutura obtida foi entdo avaliada com PROCHECK (Figura 14). Pode-se
observar que as taxas de ocupagao no grafico de Ramachandran para as regides mais

favoraveis do modelo foram superiores a 95%. Em contraste, a percentagem de
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residuos em duas regides desfavoraveis € bem menor que o nivel aceitavel

considerado para modelos construidos por modelagem por homologia. As estruturas

das cadeias principal e lateral também sao consideradas bem posicionadas, quando

comparadas & estruturas experimentais com a mesma resolugdo (no caso 3,2 A)

(Figura 15A e B). Estes resultados, em conjunto com os resultados observados no

grafico de Ramachandran, mostram que o modelo obtido para os dominios p-propeller

e BA da integrina a6p1 é de aceitavel qualidade estereoquimica.
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Figura 14. Dados dos angulos ¢ e y de cada residuo da estrutura a6p1 fornecidos
grafico de Ramachandran.

34

pelo



ECK

Main-chain parameters A ** Side-chain parameters B
alphat6betal alpha6betal

£ 10:;1. Famachandran plot quality assessment b Pepride bond planarity - omeza angle sd a. Chi-1 zauche minus b Chi-1 wans
= 25 50 = 50
e
7 60 E 15 = =
7 a0 3 § 2 § 20
g 21 3w 3 2
£ 20 E S § B .
2 & & [] e
I 5 2 25 30 35 40 o o15 20 25 s 35 40 | ey e e P AL | P s e Y o
= Resolurion (Angstroms) Resolurion (Angsroms) 1o 1 Resdhution Avghems 10 Resdtition Avgooms
o Measurs of bad mon-bonded imeractions . Alphs carbon teabedsal distortion c Chi-l gauche ples 4 Chi-1 posled standsrd deviasion
_— 50 . = = 50 = =
i
b i
= £ 30 g 30
i = =
é 2 W
3 3 i
3 [ R o § 10 .
o & &
5 20 25 30 35 40 ., T 3 s
solurior (Angiroms ) 13 20 15 30 35 4 0 13 20 25 30 35 4
Re.o]uum_. (Angstroms) Resoluton (Angsroms) Resolition (Angsroms)
£ Overall G-factor . & Standard deviation of Cli-2 trans angle
30
Jf’..
[]
£ 30
z alphatbetal
4 20
g 10 =
&
k L T T I Lr— T T
10 15 20 25 30 35 40 10 15 20 25 30 35 4 0
Resolution (Angsroms) Resolution (Angsroms) 10 1 :Re'o‘]l;::im;"ixz?:%m_'g 5
Plot statistics ) o Plot statistics
No.of Bar C'ﬂ?ﬂjﬁm;?ﬂgai ba}:? 0.:1' L';ocr_:m(i'ou vl Ho. of
No.of Parametsr Typica a widths . Comparisonvalues Moo of
= vl Tl idth a No.of Pamameter Typica apd  bend widths
daapss value vae  widh fom mean ~ Stereochemical parameater datapts  value ‘:;Flue widh  fom mean
£ &7 0% 9 B oEae i o9 53 w1l 65 35 BETIER
outa residues 4z 7l 47 10.0 -1% BETIER 03 103 270 53 33 ETTER.
d. Zeta angle st dev 614 18 31 16 -0 Inside 44 i4 26.6 42 -3.7  BETIER
2 H-bond emergy st dev 34 08 11 02 12 EBETER 543 03 74 41 37 BEIIER
£ Overall G-factor 430 04 08 03 17 BETIER 118 08 268 50 34 BETIER

Figura 15. Conjunto de graficos mostrando o comportamento da estrutura o6p1
(representada pelos pequenos quadrados negros) comparado a estruturas bem
refinadas em resolugio similar (no caso 3,2A), para a cadeia principal (A) e para a cadeia
lateral (B).

A regiao de interface entre as cadeias o e 3 da integrina (calculada utilizando-
se o servidor PISA) mostrou que a area total de contato entre os dominios p-propeller
e BA de a6B1 é de 1616,7 A? valor pouco menor que o observado na estrutura de
avp3 (1689,8 A?). O AG, calculado pelo mesmo programa, obteve -130.21 e -95.45 kJ
mol™” para as estruturas de a6p1 e avp3, respectivamente. Estes resultados reforgam
a qualidade do modelo quando comparado a estrutura experimental.

A Figura 16 mostra a sobreposi¢do estrutural do modelo 1 com a proteina
template B3 (PDB 1L5G). A alta conservacao entre as estruturas nesta regiao ratificar
a qualidade do modelo de 1 apesar do tamanho dos loops ao seu redor estarem
alterados. Um exame detalhado do tipo de residuos envolvidos revelou que a maioria
dos aminoacidos polares encontra-se na superficie da proteina, enquanto que o

nucleo é formado principalmente por residuos hidrofébicos. Este padrao é condizente
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com os padrdes encontrados em estruturas protéicas experimentalmente

determinadas.

Figura 16. Sobreposicdo das estruturas de (1 (vermelho) e (4 (verde). Circulos
vermelhos, indicam Mg*2.

A identidade de 32% entre as sequéncias do template e do modelo do (-
propeller justifica a observacdo de regides discrepantes, a maior parte das quais
formada por loops (Figura 17).

Xiong et al. [27] verificaram que os aminoacidos responsaveis pela adesao do
peptideo ciclico RGDFV no B-propeller de av localizam-se nos loops entre os dominios
D2-D3 (Asp150) e D3-D4 (Asp218). No modelo de a6, a zona de contato com o ligante
peptidico se restringe ao loop D2-D3, que apresenta residuos positivamente
carregados (Arg157 e His159) (Figura 18 e Figura 19). Neste sitio, conforme
anteriormente observado no alinhamento (Figura 12), um Acido Glutamico (Glu160)
corresponde ao Asp150 de av. Porém por analise estrutural foi observado que este
aminodacido encontra-se localizado em uma regido do loop distante do sitio de ligagcao
em aB, a aproximadamente 10 A do peptideo. Ao contrario, His159 encontra-se
adjacente, a menos de 5 A do primeiro residuo do peptideo ligante, e possivelmente
esta envolvida na adesao a ligantes. Tais resultados reforgam a teoria de que existe
distingdo eletrostatica entre as integrinas comparadas, além da demonstragdo de que
Glu160 nao faz parte do sitio de ligacdo no B-propeller de o6. Esta dualidade
eletrostatica sera posteriormente apresentada no estudo da associagdo de o6B1 a

pequenos ligantes peptidicos.
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Figura 17. Representacao em fitas da sobreposicao do B-propeller das cadeias
a6 (verde) e av (magenta).

"""'"Im..:ﬂ =
i

Figura 18. Representacao em fitas do B-propeller da integrina a6 (vermelho) e av (verde),
mostrando em ambas detalhes do mecanismo de seletividade a ligantes.
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Figura 19. Estrutura do B-propeller da integrina a6. (A) vista de cima e (B) lateral dos 7
subdominios mostrando o sitio de ligagao (residuos em vermelho) ao peptideo ECDF (em
CPK). (C) Vista estéreo dos sitios de ligagao das estruturas de av (verde) e a6 (vermelho).

4.2.4. Andlise da interagdao integrina a6B1 a pequenos ligantes

peptidicos
Sequéncias de peptideos de disintegrina quando unidos as integrinas que

servem de seus receptores, constituem o maior sistema de reconhecimento de adesao

celular. Em conseqliéncia disso o foco primordial do desenvolvimento farmacéutico € a
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producao de inibidores seletivos as integrinas [105], de modo a inibir sua fungéo no
tratamento de diversas doencas.

Pequenas moléculas antagonistas aderem-se a uma regiao localizada no topo
das integrinas, formada por um loop na cadeia B (SDL ou loop determinante de
especificidade) e 4 loops no B-propeller da cadeia a, correspondendo ao subdominio
de reconhecimento macromolecular ou cap [105] (Figura 20A). O subdominio cap
consiste em uma especializagdo do p-propeller, correlacionada a modificagdes no
tamanho das sequéncias reconhecidas por diferentes cadeias o de integrinas. Este
subdominio forma a regido de adesdo a ligantes, incluindo parte da superficie de
reconhecimento a laminina 111 em a6, composta por 4 longas regides no B-propeller
(Figura 20A): a regidao 3 forma um loop no sitio de ligagao a peptideos em a6, onde os
residuos Arg157 e His159 estao localizados; as regibes 1 e 2 formam 4 loops no
centro do subdominio cap que é rodeado, de um lado por uma o-hélice e o loop da
regido 4, e do outro pelo SDL de p1.

Xiao et al. [105] observaram que a principal variagcao estrutural entre os
dominios B-propeller de allb e av, esta localizada nas regides de cap 1, 2 e 3 (Figura
20B). Em a6p1 observa-se uma diferenga ainda maior, quando comparados o0s
subdominios cap e SDL as estruturas de avp3 e allbB3, que a encontrada pelos
autores [105]. Tal divergéncia parece influenciar no tipo e tamanho dos ligantes
reconhecidos por estas integrinas, além de modificagdes conformacionais no SDL
[105]. Em a6B1 os ligantes reconhecidos possuem tamanhos diferentes quando
comparados aos ligantes reconhecidos por allbp3 [105] e avp3 [27].

Ha pouca informagao acerca do motivo peptidico que seria reconhecido pela
integrina a6p1. Alguns trabalhos [130,131,132] citam peptideos do tipo ECD como
sendo o ligante peptidico que interage com a6p1. O modelo de a6p1 foi entdo utilizado
para o estudo de seus modos de adesao a pequenos ligantes peptidicos do tipo ECD
e RGD. A fim de observar a flexibilidade conformacional do modelo de o631 e a forma
pela qual o ligante se adere ao B-propeller, foram analisadas as trajetdrias obtidas no

experimento de DM, conforme descrito no capitulo de materiais e métodos.
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Figura 20. Estrutura dos dominios p-propeller e BA. (A) representagao em fitas de a6p1 e
peptideo PECDFP, em amarelo, verde e rosa, respectivamente, mostrando a regidao cap
em magenta e SDL em azul. O MIDAS esta representado pelo circulo cinza e o peptideo
PECDF em rosa. (B) Sobreposicao entre as estruturas do B-propeller das cadeias a6
(dourado), av (cinza) e allb (magenta) e BA das cadeias p1 (vermelho), avp3 (amarelo) e
allbB3 (verde). O ion Mg+2 MIDAS esta representado em cinza, e os outros ions Mg+2
estdo representados em vermelho e amarelo.
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4.2.5. Seletividade da integrina a6p1 a pequenos ligantes
peptidicos do tipo ECD ou RGD

No intuito de estudar a seletividade de a6B1 por ligantes do tipo ECD, foram
comparadas as trajetorias obtidas por experimentos de DM dos complexos de o631
com peptideos ECDF e RGDF, utilizando as coordenadas importadas da estrutura
resolvida por Xiong et al. [27], que representa a integrina avp3 complexada com
RGDFV.

O primeiro ligante peptidico modelado em complexo com a6B1 foi o peptideo
ECDF, e utilizou-se o complexo a6B1-RGDF como controle negativo. No primeiro
modelo de interagao, tal como descrito por Xiong et al. [27], Glu1 e Asp3 do ligante
apontam em diregbes opostas, contatando as cadeias a e B, respectivamente, com o
4cido Aspartico projetando-se ao ion Mg*? do MIDAS. Glu1 peptidico insere-se no topo
do B-propeller de a6, contatando os residuos positivamente carregados Arg157 e
His159. A Fenilalanina, no C-terminal do peptideo, mantém interagdes hidrofébicas
com residuos do dominio BA de B1. Por sua caracteristica eletrostatica negativa, com
apenas 150ps de dindmica, o acido Glutamico do peptideo é fortemente atraido pela
integrina (Figura 21A).

A seguir, como controle negativo, a mesma metodologia de estudo foi aplicada
para analisar a interacdo de a6p31 com o peptideo do template RGDF [27]. Observou-
se que, ao contrario do que ocorreu com a6p1-ECDF, Arg1 do peptideo RGDF, com
100ps de dinamica, foi repelida do sitio de ligagdo da cadeia a6 e estabilizou-se
distante dos residuos deste sitio (Figura 21B). Este experimento demonstrou que com
menos de 200ps de DM, o modelo de a6B1 apresenta seletividade para pequenos
ligantes peptidicos do tipo ECDF.

A principal diferenga eletrostatica entre os sitios de ligagdo das integrinas o631
e avp3 [27], revela a base para a seletividade a pequenos ligantes peptidicos que elas
apresentam. Claramente foi observada a discriminagcdo, em o6B1, em favor do
peptideo ECDF. Parece razoavel assumir que esta seletividade ocorra devido a
mutac¢des em residuos criticos, especialmente nos que tangem o sitio de ligacéo a

peptideos nas integrinas, como Arg157 e His159 em o631 versus Asp150 em avf3.
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Figura 21. Grafico de distancias entre o acido Glutamico (A) e Arginina (B) dos peptideos
ECDF e RGDF, respectivamente, e os residuos Arg157 e His159 do [-propeller da
integrina a6p1.

4.2.6. Estudo da interacao de a6B1 a pequenos ligantes peptidicos
do tipo ECD

Com a demonstragdo da seletividade do modelo de a6p1 pelo peptideo
ECDF, decidiu-se construir modelos dos dominios p-propeller e BA da integrina o641
com outros pequenos peptideos do tipo ECD. Foram usados os peptideos DCDF,
ECDW e PECDFP.

Os gréficos das trajetérias das simulagbes por DM foram construidos de
modo a analisar as distancias entre os aminoacidos carregados, hidrofébicos e
aromaticos, buscando-se um padrdo de atracio/repulsdo, além de postular qual o
ligante peptidico que melhor se adequa a integrina a6p31. Todas as simulagbes dos
complexos foram padronizadas em 3 ns de dindmica, o que permite uma analise mais
acurada dos contatos. Durante as simulagdes, os peptideos mantiveram estrutura
rigida, garantida através da ligacao do acido Aspartico central do peptideo com o ion
metal (MIDAS). Ademais, interacbes eletrostaticas entre o N-terminal peptidico o loop
de interagao no B-propeller, reforgam a tese de que o sitio de ligagao no p-propeller de
a6 é formado pelos residuos Arg157 e His159.

DCDF mostrou padrdo de adesdao semelhante ao encontrado no peptideo
ECDF: Asp3 aderiu-se ao MIDAS e Phe4 formou interagdes hidrofébicas com Ala585
e Tyr1568 (Figura 22B). Por possuir carga negativa, Asp1 deste pequeno ligante
peptidico maximizou a aderéncia ao sitio formado por Arg157 e His159, conforme
pode ser observado nos graficos da Figura 22C e D.

O ligante peptidico ECDW foi modelado em complexo com a integrina a6p1,

42



de forma parecida a DCDF. Asp3 deste peptideo manteve-se estavelmente aderido ao
MIDAS. Glu1, por sua vez manteve-se em contato eletrostaticamente favoravel com o
sitio de ligagao a peptideos, localizado no B-propeller, formado por Arg157 e His159
(Figura 23C). Foram observadas também interagdes hidrofébicas entre Trp4 peptidico
e os residuos da cadeia B Ala585 e Tyr158, conforme pode ser observado na Figura
23D.

O peptideo PECDFP, quando modelado em complexo com a integrina a.6p1,
apresentou interacao eletrostatica do Glu2 com Arg157 e His159, sitio de ligacdo
localizado entre os subdominios D2 e D3 do B-propeller da cadeia a6 (Figura 24C).
Como esperado, Phe5 manteve interagbes hidrofobicas com Ala585, Phe646 e Tyr458
da cadeia BA durante toda a simulacdo de 3 ns, além da manutengdo do Asp4
peptidico aderido ao MIDAS (Figura 24D). Os resultados obtidos com os experimentos
de DM, reiteram que peptideos do tipo ECD possuem maior interagéo a integrina o641
que o peptideo RGD.

Os valores médios de energia de interagcdo de Coulomb e Lennard-Jones
entre 0 os pequenos peptideos do tipo ECD e a integrina a6p1 foram calculados para
as trajetorias obtidas por DM. Utilizando o programa PISA foram obtidos os valores de
AG para cada complexo e de avp3 com RGDFV [27], além da area de contato entre os
peptideos e as cadeias a e 3 da integrina (Tabela 3).

Os valores para as energias de Coulomb e Lennard-Jones observados para a
interacdo de o631 com o peptideo PECDFP, foram mais negativos que os alcangados
pelos outros experimentos com pequenos peptideos do tipo ECD. Porém parece
plausivel que isto ocorra devido ao tamanho do peptideo PECDFP, dada a sua maior
area de contato entre ele e as cadeias a e  da integrina a631. As somas dos valores
de AG para ambas as cadeias e os peptideos sugerem que a maior afinidade é
encontrada quando a integrina a6p1 esta complexada ao peptideo ECDW (-25.53 kJ
mol™ versus -22.60 para DCDF e -23.02 kJ mol™ para PECDFP). Tais somas também
permitem a observacao de que a6p1 possui melhor interagéo a peptideos do tipo ECD
que avp3 a RGDF (-25.53 kJ mol” para a6p1/ECDW versus -5.024 kJ mol” para
avB3/RGDF) (Tabela 3).
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Tabela 3. Média das interagcdes de Coulomb-SR (Coul-SR), Lennard-Jones-SR (LJ-SR)
(em kJ mol™), area de contato (em A?), e AG (em kJ mol™) entre os peptideos do tipo ECD
e a integrina a6p1. O AG foi calculado para a integrina avp3 em complexo com RGD e
para a estrutura mais representativa, obtida pela experimentagcdo de DM, de cada
complexo a6p1 pequenos peptideos do tipo ECD.

Coul-SR LJ-SR Area de contato AG
Complexo cadeia o | cadeia B | cadeiaa | cadeia
osB/ECDW | -394,326046 |-111,876840| 140,1 290,3 -10.467 -15.072
oef,/DCDF | -381,653603 | -106,057461 | 134,6 275,0 -7.536 -15.072
o6P/PECDFP | -685,770213 | -947,31344 169,2 315,9 -1.674 -21.353
o,B3/RGDF - - 168,1 209,9 2.930 -7.954
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Figura 22. (A) Vista geral eletrostatica do modelo de interagédo integrina a6p1-peptideo

DCDF. (B) Detalhes do sitio de ligagdo mostrando os contatos de Asp1 (que contata o f3-
propeller) e Asp3, que se adere ao MIDAS (circulo vermelho), além das interagées

hidrofébicas da Fenilalanina (Phe4). (C e D) Graficos das trajetérias a6B1-DCDF
mostrando os contatos entre o Asp1 (C) e Phe4 (D) dos peptideos e as cadeias a6 e 1,
respectivamente.
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Figura 23. (A) Vista geral eletrostatica do modelo de interagdo do complexo integrina a6p1 com o
peptideo ECDW. (B) Detalhes do sitio de adesdo, mostrando os contatos de Glu1 (contatando o B-
propeller) e Asp3, que esta aderido ao MIDAS (circulo vermelho), além das interagoes hidrofébicas
do Triptofano (Trp4). (C e D) Graficos das trajetorias a6p1-ECDW, mostrando os contatos entre o
Glu1 (C) e Trp4 (D) peptidicos e as cadeias a6 e 1, respectivamente.
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Figura 24. (A) Vista geral eletrostatica do modelo de interagio do complexo integrina
a6B1+peptideo PECDFP. (B) Detalhes do sitio de adesdo, mostrando os contatos de Glu2
(contatando o B-propeller) e Asp4, que esta aderido ao MIDAS (circulo vermelho), além das
interagoes hidrofobicas de Phe5. Graficos das trajetorias a6p1-ECDW, mostrando os contatos
entre o Glu2 (C) e Phe4 (D) peptidicos e as cadeias a6 e 1, respectivamente.
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4.2. Modelagem da laminina 111

4.2.1. Selecao do template

O programa BlastP foi utilizado para comparar as sequiéncias da porgao
globular do dominio LG de laminina 111. Ha 37% de identidade entre o dominio LG1
de laminina 111 humana e o dominio LG4 da cadeia a2 de laminina murina (PDB
1DYK) [122], e 25% de identidade para o dominio LG5 (cadeia a2 de laminina murina
PDB 1DYK). Desta forma, o primeiro resultado foi o escolhido como template para
modelagem, por possuir identidade mais alta em relagdo ao dominio LG1 de laminina
111 humana. Além disto, segundo Tisi et al. [122], o alto grau de conservagéo
estrutural entre os dois subdominios LG permite que as coordenadas das estruturas
resolvidas para camundongo sejam extrapoladas aos outros membros da superfamilia

de dominios LG, viabilizando assim a modelagem por homologia.

4.2.2. Alinhamento das seqiiéncias dos dominios LG de laminina

O alinhamento sequencial da laminina 111 (cadeia a1) humana, laminina 111
(cadeia a.1) e a laminina 211 (cadeia a2) murina mostrou grande conservagao entre as

sequéncias dos dominios LGs humano e murino (Figura 25).
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Figura 25. Alinhamento entre as seqiiéncias de: Ig5_2mouse: laminina 211 murina (PDB

1DYK); Ig1_2mouse: laminina 211 murina (Q60675, seqiiéncia de 2141-2324); Ig2_2mouse:
laminina 211 murina (Q60675, seqiiéncia de 2336-2517); Ig3_2mouse: laminina 211 murina
(Q60675, seqiiéncia de 2522-2706); Ig4_2mouse: laminina 211 murina (PDB 1DYK);
Ig1_1human: laminina 111 humana (P25391, seqiiéncia 2117-2297); Ig2_1human: laminina 111
humana (P25391, seqiiéncia 2305-2481); Ig3_1human: laminina 111 humana (P25391,
sequéncia 2486-2673); Ig4_1human: laminina 111 humana (P25391, seqiiéncia 2713-2885);
Ig5_1human: laminina 111 humana (P25391, seqiiéncia 2890-3070); Ig1_1mouse: laminina 111
murina (P19137, seqiiéncia 2125-2305); Ilg2_1mouse: laminina 111 murina (P19137, seqiiéncia
2313-2489); Ig3_1mouse: laminina 111 murina (P19137, seqliéncia 2494-2680); lg4_1mouse:
laminina 111 murina (P19137, seqiiéncia 2722-2894); Ig5_1mouse: laminina 111 murina
(P19137, seqiiéncia 2899-3079). Elementos da estrutura secundaria dos dominios LG4-LG5 de
laminina 211 murina: 14 fitas § indicadas de A a N. Sele¢ao de texto rosa: sitios de adesao ao
calcio (PDB 1DYK). Seta: Sitio de adesdo ao MIDAS em LG3 de laminina 511 humana. Selegao
de texto amarela: peptideo AG10 [87], em LG1 de laminina 111 murina. Selecdo de texto
verde: fita B “H” correspondente no dominio LG1 de laminina 111 humana. A estrutura
secundaria de LG5 de laminina 211 murina esta representada de “A” a “N”.
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4.2.3. Avaliagdo do modelo do dominio LG1 da laminina 111
humana

A estrutura do 1° modelo construido para o dominio LG1 da laminina 111
humana, da mesma forma que o modelo de a6fB1, foi avaliada com PROCHECK. As
taxas de ocupacdo observadas tanto para a regido mais favoravel quanto para a
regido permitida no modelo do dominio LG1 de laminina 111 humana estdo acima dos
valores calculados para estas regides em relagdo a estrutura experimental (PDB
1DYK) (98,6% versus 98%, respectivamente). Em contraste, a percentagem de
regides menos favoraveis para o modelo teérico é mais baixa (1,9% em 1DYK contra
1,3% no modelo) (Figura 26).

Foram avaliados parametros para as cadeias lateral e principal, como a
qualidade geral do grafico de Ramachandran, a planaridade das ligagdes peptidicas, a
energia das pontes de hidrogénio da cadeia principal, e os desvios padrao dos angulos
torcionais y. Em todos os topicos avaliados, o modelo de LG1 obteve valores
estatisticos préximos ou superiores aos resultados obtidos para estruturas refinadas e
em equivalente resolugdo (2,0A) (Figura 27A e B). Por meio dessas comparacdes, a
qualidade do modelo tedrico parece aceitavel quando comparada a estrutura
experimental (PDB 1DYK).

A sobreposicao entre LG4 de laminina 211 murina (PDB 1DYK) e o modelo
de LG1 de laminina 111 humana, claramente mostra que a topologia geral da estrutura
template foi extrapolada para o modelo. Assim como no modelo da integrina o631,
modificagdes configuracionais locais estao presentes em regides variaveis de LG1. As
alteragdes encontradas principalmente nos loops advém das divergéncias sequenciais,
porém nas regides compreendidas pelas fitas f a conservacgao estrutural é alta (Figura
28A). Ambas estruturas sdo compostas por 14 folhas  antiparalelas, formando um -
sanduiche globular, comum a todos os dominios LG de laminina. A sobreposi¢cao das
cadeias principais de LG1 e o template sugere que a configuragao da cadeia principal
foi preservada, enquanto que os loops apresentaram certo grau de mobilidade

conformacional, que confirmam a boa qualidade do modelo construido (Figura 28B).
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Figura 26. Dados dos angulos ¢ e y de cada residuo da estrutura do dominio LG1 de
laminina 111 humana, fornecidos pelo grafico de Ramachandran.
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Figura 27. Conjunto de graficos mostrando o comportamento do dominio LG1 de laminina1
humana (representada pelos pequenos quadrados negros) comparado a estruturas bem
refinadas em resolugédo similar (no caso 2,0A), para a cadeia principal (A) e para a cadeia
lateral (B).

Figura 28. (A) Sobreposigcdo da representagao colorida em fitas da sobreposigcdo entre a
estrutura LG4 de laminina 211 de camundongo (PDB 1DYK [122]) (em magenta) e o0 modelo do
dominio LG1 de laminina 111 humana (em verde). (B) representagao da cadeia principal das
mesmas estruturas.
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4.3. Modelagem do complexo integrina-laminina

4.3.1. Construgdo do complexo formado por a61 e o dominio
LG1 da laminina 111

O modelo refinado do B-propeller e BA da integrina a6f1 € o modelo do
dominio LG1 da laminina 111 humana foram utilizados para o estudo do mecanismo
de adeséo integrina-laminina. O primeiro modelo da interacdo entre a laminina e a
integrina, formado pelo posicionamento da estrutura modelada do dominio LG1 em
contato com a integrina, foi construido conforme descrito no capitulo de materiais e
métodos.

Nomizu et al. [87], utilizando 113 peptideos sintéticos sobrepostos
abrangendo toda a regido que corresponde ao dominio globular na cadeia a1 de
laminina 111 murina, encontraram que dos 19 possiveis sitios de ligagdo, 5 possuiam
atividades na adesao celular. O peptideo formado pela seqltiéncia NRWHSIYITRFG,
localizada no dominio LG1 de laminina 111 murina, segundo o estudo dos autores
possuia a maior atividade de aderéncia as cadeias o6 e 1 da integrina murina. Esta
sequéncia se encontra conservada no dominio LG1 de laminina 111 humana e forma a
fita B “H” (Figura 29A). Nos dominios LG3, LG4 ou LG5 nenhum dos peptideos
estudados pelos autores aderiu a a6 ou a 1. Embora o peptideo TWYKIAFQRNRK do
LG2 de laminina 111 de camundongo tenha sido identificado experimentalmente como
receptor da cadeia a6 e B1 de integrina, sua atividade adesiva foi reduzida, conforme
mostrado por Nomizu et al. [87].

Conforme resultados de Ido et al. [125], o residuo Asp82 do dominio LG3 de
laminina 511 humana, quando mutado para Ala, reduz em 60% a sua capacidade de
adesdo a integrina a6p1. Segundo os autores [125], a adesdo ao dominio LG3 da
laminina 511 é mediada ndo apenas pela integrina mas também por outros tipos de
receptores como a-distroglicanas e sindecanas. Desta forma, LG3 ndo pode ser
considerado o principal dominio de adesdo na laminina 111, por nao ser
exclusivamente o dominio de contato entre ele e a integrina a6p1. Porém, como o
residuo Asp82 aderiu LG3 de laminina 511 a integrina a6p1 e esta conservado em
LG1 de laminina 111, este residuo foi considerado como contato ao MIDAS por
interacao eletrostatica. No dominio LG2 de laminina 111 humana, ha a substituicao
deste acido Aspartico por uma Asparagina (Figura 25), dificultando a interagdo devido

a sua neutralidade eletrostatica, além deste dominio ter apresentado atividade de
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adesdo reduzida a integrina o6p1 [87]. Dadas essas observagdes, o contato
eletrostatico de Asp82 com o MIDAS foi tomado como ponto de partida para a
construgédo do complexo a6p1, a uma distancia menor que 4A.

A estrutura quaternaria do modelo preliminar e nao refinado do dominio G da
laminina 111 humana permitiu a observacao de que a fita B “H” encontra-se exposta
ao solvente (Figura 29B). De acordo com o modelo de LG1 proposto neste trabalho a
estrutura da fita p “H” esta posicionada do lado oposto as extremidades N- e C-
terminal. Este posicionamento permitiria que uma proteina grande, como a integrina,
se ligue a laminina aderindo-se pelo contato com a fita p “H” (Figura 29A e B). Desta
forma, é plausivel o emprego do dominio LG1 da laminina 111 como receptor da
integrina o631, para a construgdo do modelo do complexo, razdo deste trabalho.
Dadas as observagbes e conclusbes apresentadas, postula-se o dominio LG1 de
laminina 111 humana como o principal dominio de adesao a integrina a6p1, além de
Asp82 como sitio de ligagdo ao MIDAS de a6p31.

O alto estado de conservagao entre as fitas § dos diferentes dominios LG, nos
permitiu extrapolar as coordenadas da estrutura LG4 de laminina 211 murina (PDB
1DYK) a sequiéncia LG1 de laminina 111 humana. Nomizu et al. [87] demonstraram
que a fita g “H” em LG1 de laminina 111 murina € a por¢ao reconhecida pelas cadeias
06 e B1 de integrina [87]. Assim, a sequéncia NRWHSIYITRFG (fita B “H”) foi
considerada a por¢ao em LG1 de adesao ao p-propeller de a6.

O modelo foi construido através do posicionamento da seqiiéncia da fita § “H”
proxima ao loop do B-propeller de a6, formado pelos residuos DTFPDVMMN. Esta
ultima sequéncia faz parte da regido da insercdo na isoforma 4 da cadeia a6 de
integrina (P23229-4), e é a porgdo de menor distancia estrutural (~ 6 A) ao sitio de
ligacdo a peptideos em a6, formado pelos residuos Arg157 e His159. Foi possivel
observar que a regidao em LG1 da laminina 111 humana é formada majoritariamente
por residuos positivamente carregados, enquanto que o loop do [-propeller
(DTFPDVMMN) é eletronegativo. Deste modo, consideramos que o posicionamento de
da fita B “H” em contato com o B-propeller de a6 oferece interagbes eletrostaticas
favoraveis entre o receptor e o ligante. A Figura 30 mostra a representacao em fitas do

modelo final obtido.
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Figura 29. Representagcédo em fitas da laminina 111. (A) Detalhes do modelo do dominio
LG1. (B) Modelo nao refinado do dominio globular da laminina 111 humana (em amarelo)
em complexo a porgao N-terminal da integrina a6p1. As cadeias a, e y da laminina 111
estdo representadas em amarelo, azul claro e marrom, respectivamente. Os dominios -
propeller e PA da integrina a6p1 estdo representados em verde e magenta,
respectivamente, e a fita B “H” esta realgada em azul. Os ions Mg+2 estao representados
por circulos vermelhos.
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Figura 30. Representacdo em fitas da estrutura do complexo integrina a61 (em verde e
magenta, respectivamente) e do dominio LG1 da laminina 1 humana (em amarelo).
Circulos vermelhos, ions Mg"z. O loop de interagdo com LG1 no B-propeller esta realgado
em vermelho, e a fita § “H” em azul.

4.3.2. Avaliagao do modelo do complexo formado por a6p1 e LG1
da laminina 111

Resultados obtidos pela analise do programa PROCHECK mostraram que do
total de 855 residuos, excluindo-se as Prolinas, Glicinas e os residuos terminais, 690
possuem os angulos ¢ e y mais favoravelmente posicionados. Em contraste, apenas
5,6% ou 38 residuos foram definidos com possuidores de angulos em posi¢cdes
consideradas desfavoraveis. Desta forma, é possivel a conclusdo de que o modelo do
complexo a6B1-laminina 111 possui aceitavel qualidade estereoquimica, conforme
visualizado na Figura 31.

Os resultados analisados dos parametros para as cadeias lateral e principal
mostram a qualidade da estrutura, comparada a outras estruturas bem refinadas e
com semelhante resolugéo (no caso 3,2 A) (Figura 32A e B). Em todas as avaliagdes,
0 modelo do complexo construido obteve valores estatisticos préximos ou superiores

aos resultados observados nas estruturas comparadas (Figura 32A e B).
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Figura 32. Conjunto de graficos mostrando o comportamento da estrutura a6pf1 em
complexo com o dominio LG1 de laminina 111 humana (representada pelos pequenos
quadrados negros) comparado a estruturas bem refinadas em resolugao similar (no caso
3,2A), para a cadeia principal (A) e para a cadeia lateral (B).

4.3.3. Comparagao entre o modelo do complexo formado por a6§1
e LG1 de laminina 111 e controles negativos

Com a finalidade de demonstrar a viabilidade do modelo construido para o
complexo formado pelos dominios B-propeller e BA da integrina a6p1 e LG1 da
laminina 111, foram construidos outros dois complexos como controle negativo.
Ambos complexos foram submetidos & DM padronizada em 6ns, e 0 mesmo
posicionamento inicial do residuo Asp82 (anteriormente descrito) em contato com o
MIDAS.
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4.3.3.1. Controle negativo “fita g “F””

Um dos complexos de a6B1 e LG1 de controle negativo, foi construido a partir
do posicionamento da fita B “H” voltada para o solvente, e, consequentemente, com a
fita B “F” (inversamente localizada a fita § “H” no dominio LG1) em contato com o loop
de interacdo em a6 (Figura 33). Este complexo foi nomeado “fita  “F”” devido ao seu
posicionamento de contato.

Ao longo da trajetéria de DM, o dominio LG1 apresentou-se aderido a
integrina e, conforme andlise feita utilizando o programa PISA, com contatos
distribuidos uniformemente entre as cadeias o e  da integrina. As areas de contato
entre o dominio e cada cadeia da integrina observadas foram praticamente iguais

(866,4 A2 e 824,8 A? para as cadeias o e p da integrina, respectivamente).

Figura 33. Representacdo em fitas do complexo integrina a6p1 (em verde e magenta,
respectivamente) e dominio LG1 da laminina 111 (em amarelo), construido com a fita
“H” (em azul) sem contato com o loop de interagdo no B-propeller (em vermelho). A fita
“F” esta realgada na cor preta.
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4.3.3.2. Controle negativo “fita g “H” 2”

O segundo posicionamento de controle negativo, criado para o complexo de
a6p1 e o dominio LG1 da laminina 111, foi construido de modo que LG1 estivesse
paralelamente posicionado em relagcédo ao eixo formado entre os dominios B-propeller
e PBA. Desta forma, a fita B “H” ndo manteve contato com o loop de interagdo do -
propeller, conforme pode ser visualizado na Figura 34. Por também utilizar a fita  “H”
como referéncia de interagcdo entre LG1 e o B-propeller de a6, este complexo foi
nomeado de “fita § “H” 2”.

Ao longo dos 6ns de DM a que foi submetido, o dominio LG1 apresentou-se
aderido a integrina, e primordialmente contatou sua cadeia B. Isto pode ser mostrado
através dos valores observados para as areas de interagao entre LG1 e as cadeias a e

B da integrina (10,1 e 694,6 A? para as cadeias o e B, respectivamente).

Figura 34. Representagao em fitas do complexo formado pela integrina o681 (em verde e
magenta, respectivamente) e dominio LG1 da laminina 111 (em amarelo), construido
paralelamente posicionado em relagao ao eixo (linha preta) entre os dominios B-propeller

e BA. Em vermelho esta realgado o loop de interagdo no B-propeller e em azul, a fita
“H”.
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4.3.4. Analise comparativa do modelo do complexo formado por
a6p1 e o dominio LG1 de laminina 111 e controles negativos

Os termos de interagdo de Coulomb e Lennard-Jones, além da area de
interface entre os trés dominios (LG1, B-propeller e BA), foram calculados para as
trajetdrias de 6 ns obtidas por DM, entre a integrina o631 e o dominio LG1 da laminina
111.

Os valores para os termos de interagdo de Coulomb e Lennard-Jones

calculados para o controle negativo “fita B “F” foram mais negativos que os
observados para os dois outros posicionamentos da fita f “H”. A pesar disto, os
resultados somados para o AG entre o dominio LG1 e as cadeias a6 e 1 da integrina,
sugerem que o complexo construido com a fita  “H” adjacente a cadeia a6 possui
melhor interacdo que os complexos construidos como controle negativo (-75.36 kJ
mol™ versus -28.88 e -39.35 kJ mol™, respectivamente para os complexos “fita p “H” 2”
e “fita B “F””). Pode-se perceber também que o valor de AG para o contato entre LG1 e
a cadeia o da integrina esta condizente aos resultados obtidos por Nomizu et al. [87].
Segundo estes autores ha maior interagdo da laminina com a cadeia a. que com a f3 da
integrina (-50,66 kJ mol™ versus —24.70 kJ mol™ para interagdes com as cadeias a e P,
respectivamente). Ao contrario, para o complexo “fita B “F”” observou-se um valor de
AG mais positivo quando observado o contato entre a laminina e a cadeia B da
integrina, em comparagao ao obtido para o contato de LG1 com a cadeia o (-37.26 e -
2.09 kJ mol™, respectivamente). Estes resultados sdo conflitantes com as observacdes
dos autores [87], o que possivelmente torna este posicionamento do dominio LG1 a
integrina a6pB1 menos favoravel a ocorrer naturalmente. De forma semelhante, os
resultados de AG para o complexo “fita p “H” 2” também contrariam o mesmo estudo,
com valores de 0,41 kJ mol™” para o contato entre LG1 e a cadeia a, e -28.88 kJ mol
para o mesmo contato com a cadeia .

Como esperado, é evidente a maior area de interagdo do dominio LG1 do
complexo “fita p “H’2” & cadeia f (10,1 e 694,6 A? para as cadeias o e B da integrina,
respectivamente). Esta observacao contraria ao estudo citado [87], e combinado aos
resultados observados de AG, possivelmente também torna este complexo menos
favoravel a ocorréncia natural (Tabela 4). As areas de contato entre LG1 e as cadeias
o € P observadas para o experimento inicial “fita B “H”, estdo condizentes com o
estudo de Nomizu et al. [87] quanto a maior interagcdo de LG1 a cadeia a que a

B (790,5 e 709,5 A?, respectivamente). Dados os resultados positivamente observados
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para o complexo em que a fita B “H” do dominio LG1 esta posicionada adjacente ao -
propeller de 06, acredita-se que o modelo concorda com o que ja foi demonstrado pela

literatura e aos valores de AG.

Energias de interagao entre LG1 e u6p1

LJ-SR "H"
Coul-SR "H"
——LJ-SR"F"
Coul-SR "F"
—LJ-SR"H"2
Coul-SR "H" 2

-1400 4

-1200

-1000

-800 +

E (kd mol )

-600

-400 -
-200 -/E}M{

1
6000

L I T T T T
o] 1000 2000 3000 4000 5000

Tempo (ps)

Figura 35. Grafico das energias de interagdao de Coulomb (Coul-SR) e Lennard-Jones (LJ-
SR) para os complexos de a6p1 e LG1, construidos com a fita p “H” posicionada
adjacente (“H”) e perpendicular (“H” 2) a a6, e com a fita p “F” em contato com o p-
propeller.

Tabela 4. Média das interagcoes de Coulomb-SR (Coul-SR), Lennard-Jones-SR (LJ-SR)
(em kJ mol™), area de contato (em A?) e AG (em kJ mol™) entre o dominio LG1 da
laminina 111 humana e as cadeias a e [ das integrinas a6B1. O AG foi calculado para a
estrutura mais representativa de cada complexo o631 com LG1, obtida pela
experimentacdo de DM, construidos com a fita B “H” posicionada adjacente (“H”) e
perpendicular (“H” 2) de a6, e com a fita  “F” em contato com o B-propeller.

Coul-SR LJ-SR Area de contato AG
Complexo cadeia o | cadeia B | cadeia o | cadeia
a6Bl/LG1 fita B “H” | -789,69272 | -254,77584 790,5 709,5 -50,66 -24,70
o6B1/LG1 fita B “H"2 | -643,09622 | -192,74236 10,1 694,6 0,41 -28,88
a6B1/LG1 fita B “F” | -947,76642 | -485,70258 866,4 824,8 -2,09 -37,26

4.3.5. Analise do sitio de ligacdo do complexo formado por 631 e
o dominio LG1 da laminina 111

Através da analise por DM do complexo integrina o631 com o dominio LG1
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de laminina 111 humana, verificou-se que a estabilidade estrutural da trajetéria &
assegurada pelos diferentes tipos de interagdes nao-covalentes (eletrostaticas, pontes
de hidrogénio, empilhamento aromatico (aromatic stacking) e hidrofébicas) entre o631
e LG1, o que permite o estudo da conformacao do complexo estudado.

O modelo refinado do complexo foi utilizado para o estudo do mecanismo de
adesédo entre o dominio LG1 da laminina 111 e a integrina a6B1. O estudo detalhado
da interacdo entre as duas proteinas mostrou que o residuo Asp82 de a1LG1
manteve-se em contato com o MIDAS a uma distancia praticamente constante em 2A

durante toda a trajetoria de DM (Figura 36).

Figura 36. Representagdo em fitas da estrutura da interagdo integrina .61 (em verde e
magenta, respectivamente) com o dominio LG1 de laminina 111 (em amarelo), mostrando
a ligagao do residuo Asp82 de LG1 ao MIDAS.

Nomizu et al. [87] relataram em seu estudo que a sequéncia SIYITRF é a
minima essencial para a ades&o as cadeias o6 e B1 da integrina. Por mutacéo sitio-
dirigida, os autores também demonstraram que a Serina é indispensavel a tal ligacao.
No modelo de interagdo aqui discutido, o residuo Ser87, localizado na fita p “H” do
dominio LG1 da laminina 111, forma ponte de hidrogénio com a cadeia lateral de
Asp227 (localizado no B-propeller de a6) (Figura 37A). Porém, além da Serina, His89
também se mostrou indispensavel a interagdo entre as duas proteinas, e se manteve

em contato eletrostatico com Asp227 ao longo de toda a trajetéria de DM (Figura 37A
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e B).

No trabalho de Nomizu et al. [87] é citada a participagao integral do peptideo
formado pelos residuos SIYITRF na interagdo entre a laminina e a integrina. Os
residuos mutados para VARF em LG1 de laminina 111 humana sao correspondentes
a sequéncia ITRF na laminina 111 murina. At¢ o momento, os residuos VARF
apresentaram-se estruturalmente distantes de qualquer contato com a integrina o631
no modelo de interagdo. Acredita-se que a adesdo do conjunto de residuos
formadores do peptideo SIYITRF [87] foi sucedida pelo fato desta sequiéncia se tratar
de um fragmento, e ndo do dominio completo LG1, conforme apresentado neste
trabalho. Porém um maior tempo de simulacbes de DM pode propiciar interpretagdes

mais precisas.
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Figura 37. (A) Representacdo em fitas dos dominios B-propeller (verde) e BA (magenta)
da integrina a6p1 e LG1 (amarelo) da laminina 111, mostrando os contatos entre Asp227
(B-propeller) e Ser87 e His89 de LG1. (B) Grafico de distédncias dos contatos entre Asp227
e Ser87 e His89.
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5. Conclusoes

Esta dissertagédo reflete um trabalho de investigacdo tedrica sobre a forma
com que a porgao N-terminal da integrina a6p1 interage com o dominio LG1 da
laminina 111. Dada a complexidade das duas proteinas, esta € uma questao que
ainda nao foi completamente elucidada. Neste estudo foram construidos os primeiros
modelos das regides de B-propeller e BA da integrina a6pf1 e do dominio LG1 da
laminina 111, além do primeiro modelo da interacdo entre estas duas proteinas.

A partir do modelo construido para a6p1, acrescido a outros estudos em
estrutura de integrinas [27], demonstrou-se que mutagcdes em residuos tangentes ao
sitio de ligagdo em a6 regulam a afinidade a ligantes. Isto foi provado pela observagao
de que o loop entre os subdominios D2 e D3 do B-propeller de a6 diferencia ligantes
por discriminacdo eletrostatica, quando comparadas as cadeias o6 e av. Nesta
integrina foi observado um nucleo formado por residuos negativamente carregados
proximo ao sitio de ligacdo, enquanto que em regido equivalente de o6, ha
primariamente residuos positivos.

Dada a sua eletropositividade nos residuos que formam o sitio de ligagao, foi
observado neste trabalho que a integrina o6B1 possui interacdo preferencial a
peptideos do tipo ECDF. Ao contrario, em avf3, por seu carater eletronegativo, o
peptideo RGDFYV ¢ seu ligante (ja demonstrado por Xiong et al. [27]).

Esta observacao, aliada a proposicédo de que a integrina a6p1 repele de seu
sitio de ligacdo o peptideo RGDF, reforca a teoria de que peptideos-miméticos
derivados de ECDF podem ser excelentes inibidores da interagdo de o681 com a
laminina 111.

Pequenas moléculas antagonistas, como ECDF, aderem ao topo das
integrinas em regido formada pelo SDL e o cap. Neste trabalho foi observado que
ligantes peptidicos ECDF nado sao discriminados pela regido SDL da cadeia f1,
concentrando a suas interagdes no MIDAS e no loop entre os subdominios D2 e D3 do
B-propeller (uma das regides do cap). Porém ligantes maiores, como o dominio LG1
da laminina 111, sdo discriminados tanto pela regido que corresponde ao SDL de B1
quanto pelo cap em 6.

Foi sugerido neste trabalho que o dominio LG1 é a regido da laminina 111
que interage com a integrina a6p1, contato formado pela fita p “H” de LG1 e o B-

propeller de a6. Identificou-se ainda que, por seu carater eletrostatico e proximidade a
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fita p “H”, o residuo Asp82 de LG1 e o ion Mg*? do MIDAS da integrina a6p1 também
participam e se mostram essenciais a interagao entre as duas proteinas. A fita g “H”
esta posicionada oposta as extremidades N- e C-terminal do dominio LG1. Isto permite

que a integrina se ligue a laminina pelo contato entre o B-propeller e a fita § “H”.
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. Perspectivas

Como continuacgéo deste trabalho, sugere-se:

= Para ampliar as conclusdes obtidas até o momento, € necessaria a aplicacao
de maior tempo de DM ao modelo do complexo formado pelas regides de j-
propeller e BA da integrina a6p1 € o dominio LG1 da laminina 111.

= Para estudar os rearranjos estruturais globais no mecanismo de ades&o entre a
integrina e a laminina, € necessaria a construcdo de modelo do segmento
extracelular completo da integrina a6p1 (dominios B-propeller e BA, além de
EGF, Calf, Thigh, Psi e Hybrid), o refinamento do modelo do dominio G da
laminina 111 (dominios de LG1 a LG5), construgdo do complexo formado pelas
duas proteinas, e posterior aplicacdo de simulagdées de DM.

= A aplicacdo de testes em laboratério que comprovem a observagao de que a
integrina a6B1 € inibida por pequenos derivados peptidicos de ECDF.

= A aplicagdo de algoritmos de docking proteina-proteina, a fim de reforgar a
qualidade do modelo da interacdo entre a integrina e a laminina construido

neste trabalho.
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