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RESUMO

As integrinas sdo receptores transmembrana que desempenham um papel critico em muitos
processos bioldgicos de migragao celular, os quais podem ser moduladas terapeuticamente
usando antagonistas de integrinas, como ligantes peptideomiméticos. Este trabalho teve como
objetivo o estudo das interacdes a nivel atomico-molecular de trés ligantes (1592, 2363 ¢ 973)
inéditos derivados do composto-lider BIO-5192 e que sdo potenciais inibidores da integrina
a4p1 (VLA-4), assim como o de farmacos comerciais, inicialmente, utilizados para outra
finalidade. Para tanto, foram analisados os modos de ligacdo dos compostos em VLA-4 por
docking molecular e, posteriormente, foi selecionado um em especifico e submetido as
simulacdes de dindmica molecular e aos céalculos de energia de livre por MM/PBSA, a fim de
se avaliar o ligante de maior afinidade ao receptor. Anélises por PCA também foram aplicadas
a proteina alvo, para observar seus modos de movimento quando da complexa¢do com os
diferentes compostos. Os resultados revelaram que o ligante 1592 apresentou um
comportamento estavel no sitio de interagdo de VLA-4, a partir de um RMSD médio préximo
a 0,5 nm. As andlises de PCA também sugeriram que o receptor proteico apresentou modos de
movimento diferentes em sua estrutura quando complexada a 1592, em comparagdo aos
demais compostos. Além disso, através dos calculos de energia livre de ligagdao, 1592
apresentou maior afinidade ao alvo em relagdo as outras moléculas estudadas, através do valor
de AGiigagio final proximo a -143 kJ/mol. Portanto, o ligante 1592 representa um possivel
candidato a um farmaco inibidor de VLA-4. A partir de métodos de triagem virtual, dindmica
molecular e MM/PBSA aplicados aos farmacos comerciais e, por meio de andlises de
estabilidade e afinidade ao receptor, o firmaco imatinib representou um potencial candidato a
antagonista da integrina VLA-4, com um RMSD médio préoximo a 0,2 nm e um AGiigagio final
igual a aproximadamente -140 kJ/mol. Logo, os resultados apresentados langam novas
perspectivas ao estudo de diferentes antagonistas de o4p1, abrindo possibilidades ao

reposicionamento de farmacos como ferramenta ao planejamento de pequenas moléculas.

Palavras-chave: integrina; peptideomimético; BIO-5192; reposicionamento de farmacos.



ABSTRACT

Integrins are transmembrane receptors that play a critical role in many biological processes of
cell migration, which can be therapeutically modulated using integrin antagonists such as
peptidomimetic ligands. This work aimed to study the interactions at the atomic-molecular
level of three unprecedented ligands (1592, 2363, and 973) derived from the lead compound
BIO-5192 and which are potential inhibitors of o4P1 integrin (VLA-4), as well as the
commercial drugs, initially used for another purpose. For this goal, the binding modes of the
compounds were analyzed and, subsequently, a specific one was selected and submitted to
molecular dynamics simulations and free energy calculations by MM/PBSA, in order to
evaluate the ligand with the highest affinity to the receptor. PCA analyses were also applied to
the target protein, to verify its motion modes when complexed with different compounds. The
results revealed that the 1592 ligand presented a stable behavior at the VLA-4 interaction site,
from an average RMSD close to 0.5 nm. PCA analyses also suggested that the protein
receptor had different motion modes in its structure when complexed to 1592, compared to
the other compounds. In addition, through the binding free energy calculations, 1592 showed
higher affinity to the target in relation to the other studied molecules, through the final
AGuinding value close to -143 kJ/mol. Therefore, the 1592 ligand represents a possible
candidate for a VLA-4 inhibitor drug. Based on virtual screening, molecular dynamics and
MM/PBSA methods applied to the commercial drugs and, through analysis of stability and
affinity to the receptor, the drug imatinib represented a potential candidate for VLA-4 integrin
antagonist, with an average RMSD close to 0.2 nm and a final AGuinding equals to
approximately -140 kJ/mol. Therefore, the presented results launch new perspectives for the
study of different a4B1 antagonists, opening possibilities for drug repurposing as a tool for

drug design.

Keywords: integrin; peptidomimetic; BIO-5192; drug repurposing.
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1 INTRODUCAO

A migracdo celular ¢ um processo fundamental para muitas das fungdes do
sistema linfo hematopoiético, incluindo o trafego fisioldgico de leucodcitos e a génese e
manuten¢do de diferentes respostas inflamatorias. Dentre as interagcdes moleculares que regem
a migracao leucocitaria, estdo aquelas mediadas por selectinas, quimiocinas e componentes da
matriz extracelular (MEC). Os receptores primarios da superficie celular envolvidos na
adesdo aos elementos da MEC pertencem a familia das integrinas (HYNES, 1987, 1992,
2002).

As integrinas da familia B1 sdo expressas por alguns tipos de células sanguineas,
incluindo linfécitos T, e desempenham um papel critico em uma ampla gama de processos
biologicos e doencas inflamatdrias cronicas, carcinogénese e metastase (DARGAHI et al.,
2017; OH et al., 2018). Elas sdo, também, alvos de muitas moléculas terapéuticas contra
trombose e inflamacao (HYNES, 2002). Desse modo, alteragdes em genes que codificam para
as integrinas sdo o principal fator para muitas doengas humanas, sejam elas genéticas,
autoimunes etc.

As doengas autoimunes sdo representantes de muitas desordens inflamatorias, a
saber: asma, artrite reumatoide, doenga de Crohn, esclerose multipla, dentre outras. Elas sao
caracterizadas pelo ataque dos leucocitos a células sadias do corpo, identificadas
erroneamente como estranhas. As integrinas (a4) tém sido utilizadas como alvos terapéuticos
importantes em doengas autoimunes, porém ainda ndo existe um tratamento definitivo
(GUBATAN etal., 2021; KHOY et al., 2020).

Dentre as abordagens terapéuticas envolvendo o bloqueio das fungdes das
integrinas, uma delas diz respeito ao uso de ligantes peptideomiméticos, baseado na
capacidade da maioria das integrinas em reconhecer por¢des peptidicas as suas moléculas de
ligagdo. Foi demonstrado que a adigdo de uma estrutura quimica a por¢do N-terminal do
tripeptideo LDV aumentaria consideravelmente sua capacidade inibitoria. Essa estrutura,
batizada de 4-[N'-(2-metilfenil)ureido]fenilacetil (PUPA), trouxe uma nova gama de
compostos, tornando-se um modelo para o desenvolvimento de medicamentos por empresas
farmacéuticas (LIN et al., 1999).

Anticorpos monoclonais também tém sido utilizados para tratar doengas
associadas a expressdo anormal de integrinas, como vedolizumabe (SINGH et al., 2016) e

natalizumabe (BLOOMGREN et al., 2012). No entanto, a produc¢do dessas macromoléculas
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tem alto custo associado, o que torna vidvel a escolha de ligantes pequenos (menor peso
molecular).

Frequentemente, o conhecimento tedrico-computacional sobre o reconhecimento
do complexo receptor-ligante agrega valioso entendimento sobre as bases moleculares que
regem o reconhecimento para o planejamento de novos farmacos com potencial terapéutico
funcional. Por exemplo, novos métodos para construir ligantes através de fragmentos
moleculares (fragment-based de novo design), combinados com a técnica de dinamica
molecular (DM) e metodologias de docking molecular, configuram uma abordagem funcional
inicial para planejamento e idealizacdo de novos compostos prototipos (PATEL; BAUMAN;
ARNOLD, 2014; TRIPATHI; SINGH; SING, 2016; ZHENG; LEFTHERIS, 2020).

No presente trabalho, aplicamos uma combinagdo de técnicas computacionais
envolvendo docking molecular, dindmica molecular, calculos de energia livre e Analises de
Componentes Principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) para estudar
interagdes de compostos desenvolvidos pelo grupo (VASCONCELOS et al., 2022) com a
integrina VLA-4 (a4B1 ou Very Late Antigen-4). Além disso, nos valemos dessas técnicas
para estudar a interagdo de fAirmacos comerciais aprovados em VLA-4, em uma abordagem de
reposicionamento de farmacos. Ao longo dos anos, numerosos antagonistas de integrina (1
foram relatados (BAIULA et al., 2019a; HEDRICK et al., 2016), no entanto, como essas
moléculas interagem com alvos moleculares especificos permanece desconhecido. Assim,

nosso objetivo ¢ langar luz sobre essas questdes desafiadoras.
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1.1 Estrutura e funcio das integrinas

Integrinas sdo receptores de adesao celular e de adesao a MEC que possuem uma
origem evolutiva antiga (JOHNSON et al, 2009). Trata-se de glicoproteinas
transmembranares que possuem um papel crucial em processos fisiopatologicos. O controle
da migracdo de alguns tipos celulares sanguineos ¢ primariamente mediado por componentes
da MEC e seus receptores. Desse modo, a expressao diferencial de integrinas representa uma
fase fundamental no processo de direcionamento de células do sangue.

As integrinas representam uma das mais abundantes classes de proteinas
estudadas. Um dos fatores determinantes que ensejam dificuldades na caracterizacdo da
familia de integrinas ¢ que muitos dos seus ligantes fazem parte de um vasto grupo de
moléculas de adesdo a MEC que, além de interagirem com integrinas, reconhecem também
outros receptores de MEC, fatores de crescimento, citocinas etc. (BARCZYK;
CARRACEDO; GULLBERG, 2010).

Outra caracteristica relevante das integrinas ¢ a de serem &ncoras para
microrganismos, como virus (ESFANDIAREI et al., 2006) e bactérias (HOFFMANN;
OHLSEN; HAUCK, 2011). Um dos mecanismos para o processo de infeccdo viral acontece
através da interacdo de proteinas presentes no envelope ou capsideo do virus com integrinas
nas cé¢lulas do hospedeiro, apesar de que o0 modo como esse processo ocorre ainda permanece
obscuro (HUSSEIN et al., 2015).

Do ponto de vista estrutural, as integrinas compreendem uma superfamilia
formada por heterodimeros de cadeias aff. Em humanos, sdo conhecidos pelo menos 18
dominios a e 8 f (SHIMAOKA; TAKAGI; SPRINGER, 2002). As subunidades o ¢ § da
integrina sdo totalmente distintas, sem homologia detectavel entre elas; a identidade de
sequéncia entre as subunidades o ¢ de cerca de 30% e entre as subunidades B de 45%,
indicando que ambas as familias de genes a e B evoluiram por duplicagdo. Em humanos, os
genes para as subunidades o e 3 estdo localizados em varios cromossomos (TAKADA; YE;
SIMON, 2007). Portanto, as integrinas sdo consideradas a mais diversificada familia de
moléculas de adesdo celular (HUMPHRIES, 2000; HYNES, 1992). A Figura 1 retrata, com

mais detalhes, a estrutura de uma integrina.
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Figura 1 — Representagdo esquematica da estrutura de uma integrina,
indicando cada um de seus dominios. PSI = dominio Plexin-Semaphorin-
Integrin. EGF = Epidermal Growth Factor
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Fonte: Adaptada de (GAHMBERG et al., 2009; NEVO, 2011).

A regido do sitio de ligacdo, conhecida por cabeca da integrina, ¢ formada pela
associagdo do N-terminal das cadeias alfa e beta, porcdo localizada na regido extracelular do
receptor. O dominio C-terminal perpassa a membrana plasmatica da célula e encontra a
porcao intracelular, onde ocorre os diversos mecanismos de transducdo de sinais, no interior
da célula, mediados pelo citoesqueleto de actina (GIANCOTTI; RUOSLAHTI, 1999).

De acordo com a afinidade das integrinas por seus ligantes, ocorrem mecanismos
de ativacdo desses receptores, a partir de mudangas conformacionais. No mecanismo
conhecido por inside-out, as integrinas podem ser ativadas intracelularmente por sinais de
receptores acoplados a proteina G que levam a fosforilagio do dominio citoplasmatico da
subunidade PB. A associa¢do das caudas citoplasmaticas a e B parece ser necessaria para
manter uma integrina no estado inativo; a associacao ¢ interrompida pelo uso de agonistas,
como quimiocinas, que sdo conhecidas por causar ativagdo da integrina e que sinalizam vias
de receptores acoplados a proteina G. A proteina adaptadora do citoesqueleto talina
desempenha um papel na regulacdo da afinidade da integrina. A ligacdo da regido da cabega
da talina a cauda citoplasmatica da integrina [ causa a dissociagdo das caudas a e e induz
uma mudanga conformacional na regido extracelular que aumenta sua afinidade por seu

ligante (SCHWARTZ; GINSBERG, 2002).
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Dois modelos foram propostos para esta mudanca na afinidade: modelo trava e
canivete. Em ambos, a integrina inativa estd em uma conformacdo dobrada, com a cabeca
voltada para a membrana. Os eventos de mudanca conformacional se correlacionam em
segundos com a ativagdo da integrina, levando a mudancas conformacionais no sitio de
ligacdo na cabega que aumentam sua afinidade pelo ligante (LUO; CARMAN; SPRINGER,
2007).

Ao conectar ligantes extracelulares, as integrinas de mamiferos se agrupam na
membrana e transduzem sinais para o interior da célula (mecanismo outside-in). A interagao
extracelular do ligante induz alteragdes conformacionais, incluindo o balango externo do
dominio hibrido, separa¢do dos dominios a e B e separagdo dos dominios transmembranares,
que levam a interagao das caudas citoplasmaticas com a sinalizagdo intracelular de moléculas
(ARNAOUT; MAHALINGAM; XIONG, 2005). Estas incluem enzimas (por exemplo, a
quinase de adesdo focal/cSrc e as pequenas GTPases Ras e Rho) e adaptadores (por exemplo,
Cas/Crk e paxilina) que se montam dentro de estruturas de adesdo dinamica, incluindo
adesdes focais que ligam as células a MEC e aos podossomos (pequenas extensdes
semelhantes a pés da membrana plasmatica) (GINSBERG; PARTRIDGE; SHATTIL, 2005).

A figura abaixo destaca o que foi discutido acima

Figura 2 — Representagdo esquematica do processo de biossinalizagdo em
integrinas. O processo, em resumo, ocorre a partir de um estimulo interno
(inside-out) ou externo (outside-in). Entdo, a “cabeca” da integrina se
mantém exposta a uma molécula ligante, fazendo com que haja uma
separacao do dominio transmembrana
Ligante
‘ extracelular
™

__ )

A

Membrana = .

' ‘ . & ' ' LTalina
— Actina —

y Ay W
_—=

Fonte: Adaptada de Wang; Luo (2010).
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Estruturalmente, as integrinas ainda sao classificadas de acordo com a presenca ou
auséncia de um dominio extracelular, chamado de dominio inserido (dominio I)
(HUMPHRIES, 2000). Esta por¢ao estrutural esta presente em aproximadamente metade das
integrinas. Naqueles receptores que ndo sao dotados do dominio I, outra regido caracteristica
chamada de f-propeller (SHIMAOKA; TAKAGI; SPRINGER, 2002; TAKAGI; SPRINGER,
2002) se faz fundamental no reconhecimento de ligantes especificos. Trata-se de uma regiao
globular N-terminal presente na subunidade a. J4 nas integrinas que possuem o dominio I, o
[-propeller funciona de modo a cooperar indiretamente na ligacdo de moléculas especificas
ou nao tem fungao relevante comprovada.

O p-propeller contém sete repeticdes de cerca de 60 aminoacidos cada, que se
dobram em uma estrutura em hélice B de sete laminas semelhante a subunidade B de uma
proteina G heterotrimérica. O dominio I contém uma regido chamada de Sitio de Adesdo
Dependente de fon Metalico (do inglés, Metal Ion-Dependent Adhesion Site - MIDAS) e os
dominios semelhantes a I contém um motivo de ligacdo de metal estruturalmente semelhante.
O sitio de ligagdo RGD (arginina, glicina e acido aspartico) estd localizado na interface entre
o dominio p-propeller ¢ o dominio I e os residuos de aminoacidos dos dois dominios
interagem diretamente com o peptideo RGD de um ligante (XIONG et al., 2002).

A presenca da regido MIDAS (Figura 3) na integrina ¢ uma caracteristica
estrutural relevante, j& que esta por¢ao abriga um cation divalente. Logo, a coordenacao do
ion Mg®’, na regido MIDAS, com um grupamento carboxilato de um ligante representa o
principal mecanismo de reconhecimento de integrinas com moléculas especificas (NAGAE et
al., 2012). Outros sitios de ions metalicos também foram encontrados semelhantes ao
MIDAS; dos dois locais ADMIDAS (adjacentes ao MIDAS), um deles ¢ chamado de Sitio
Sinérgico de Ligacdo de fons Metalicos (SyMBS).
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Figura 3 — Representacdo estrutural modificada do modelo gerado por
homologia da integrina 04B1, mostrando, em vermelho, o fon Mg>" da
regido MIDAS. As cadeias a e B foram coloridas com as cores verde e
ciano, respectivamente. Figura produzida no programa PyMOL

Fonte: O autor.

Um grande passo foi dado no sentido da elucidagdo estrutural e do funcionamento
das integrinas, quando foi determinada a estrutura cristalografica de avB3 (cédigo PDB
IL5G) (XIONG et al., 2001, 2002). O cristal foi obtido em conjunto com o ligante
peptideomimético RGD, a partir da resolucdo de 3,2 A. Desse modo, mesmo com esse nivel
de detalhamento estrutural, foi possivel estudar como as cadeias laterais dos aminoécidos
interagiam com o sitio ativo da integrina e, assim, definir diversos parametros fisico-quimicos
entre receptor e ligante, tais como: interagdes intramoleculares, posicionamento de ions,
localizagdo de pontes dissulfeto na proteina, entre outros. A estrutura resolvida exibe uma
conformac¢do fechada, o que resultou em controvérsias quanto ao processo de ativacdo da
integrina. Ao final, foi elucidado que a forma estendida ¢ a estrutura ativa, mediante a
interacdo com moléculas especificas no sitio de ligacao (TAKAGI et al., 2002).

Outro cristal que ajudou no desvendamento de questdes funcionais de integrinas ¢é
0 do ectodominio da integrina a5B1 (cédigo PDB 3VI4) (NAGAE et al., 2012). O cristal foi
resolvido a 2,9 A em conjunto com um anticorpo alostérico em contato com o bolsdo de
interagdo. A estrutura ainda foi cristalizada na presenca e na auséncia do peptideo RGD, o que
lancou luz, a partir de simulagdes de dinamica molecular, o papel dos ions divalentes nas
mudangas conformacionais que estao interligadas entre o sitio de ligacdo e o resto da

molécula.
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1.2 Aintegrina a4p1 como integrante da familia g1

A integrina a4B1 (VLA-4 ou Very Late Antigen-4) taz parte de uma familia desses
receptores que possuem a subunidade B1, também chamada de CD29, o qual ¢ um gene
humano que codifica para a proteina de mesmo nome e possui um total de 58048 pares de
bases (pb) (AKSORN; CHANVORACHOTE, 2019).

Sendo a subunidade B mais comum da familia das integrinas, a integrina B1 ¢
atualmente conhecida por se ligar a varias subunidades o para formar 11 integrinas diferentes.
Entre elas, a integrina 1 forma os complexos (VLA)-1 a 6, a7B1, a8B1 e avp1 (receptor de
vitronectina, VNR) com integrinas al a a8 e subunidades av, respectivamente, constituindo o
grupo VLA, que ¢ amplamente distribuido por todo o corpo (JUSTO; JASIULIONIS, 2021).
Uma série de estudos revelaram que as integrinas compostas pela subunidade B1
desempenham um papel fundamental na manuten¢do de propriedades das células tumorais,
bem como na promog¢do de metéstase e resisténcia a quimioterapia/radiacao participando da
transducao de varias vias de sinalizacao intracelular (PELLINEN et al., 2018; ZHANG et al.,
2019).

As integrinas da familia Bl sdo expressas em alguns tipos celulares, como os
linfécitos T. Logo, a expressdo nesses leucocitos medeia a ligagdo a componentes da MEC,
como o coldgeno e a fibronectina (HEMLER, 1990). A interacdo entre essa familia de
integrinas e componentes da MEC promove uma sinalizagdo intracelular, mediada por
enzimas tirosinas cinases, a qual resulta em mecanismos de proliferacdo e migragdo celulares.
Assim, os linfocitos T conseguem modular a expressao de integrinas na membrana, a partir de
sinalizagdes celulares externas, as quais controlam o fendtipo adesivo desses leucdcitos
(DIAMOND; SPRINGER, 1994).

Diante disso, estudos recentes t€ém apontado o papel das integrinas Bl em
mecanismos envolvidos com a migragao celular e, portanto, associando esses receptores como
alvos terapéuticos a diversos tipos de cancer (FIGUEIREDO et al., 2022; HAAKE et al.,
2022; ZHANG et al., 2022a).

O conjunto de ligantes possiveis para interacdo com todas as integrinas da familia
B1 € amplo. Algumas interagem com apenas uma proteina na MEC (a5B1 e a6pB1), outras ja se
ligam a mais de uma molécula na matriz (a1B1) e, por tltimo, existem aquelas que interagem
com proteinas na MEC e com receptores de superficie celular (04p1) (NIU; CHEN, 2011).

A integrina VLA-4 (CD49d/CD29) (Figura 4) ¢ uma das mais bem estudadas, ja

que ¢ alvo terapéutico para o tratamento de inumeras patologias relacionadas aos processos de
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migracao celular. O receptor € expresso em muitas cé¢lulas do sistema imune, como células T

e B, NK, cosinofilos e monocitos.

Figura 4 — a) Modelo por homologia de a4B1 obtido pelo programa
AlphaFold; b) a cadeia a da integrina onde reside o dominio f-propeller;
c) cadeia B da integrina onde estd o ion divalente MIDAS (Kozmon, S.
Homology model of alfa4betal integrins. 2022, unpublished results)
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Fonte: Adaptada de Li et al. (2023).

Esta integrina reconhece a por¢ao CS-1 da fibronectina, a qual ¢ um componente
da MEC. Além disso, VLA-4 interage com a molécula de adesao celular vascular-1 (VCAM-1)
no endotélio inflamado; esta interagdo ¢ fundamental na infiltracdo de células do sistema
imune no sistema nervoso central (SNC) e com a triade peptidica LDV (leucina, acido
aspartico e valina) (HUMPHRIES; BYRON; HUMPHRIES, 2006).

Além disso, o heterodimero desempenha um papel central no recrutamento de
leucocitos, em processos inflamatorios e em doengas autoimunes (BERLIN et al., 1993;
CHAVAKIS, 2012). Durante o mecanismo de inflamagdo, essa proteina participa de eventos
como transporte, adesdo e infiltragdo de linfocitos.

O bloqueio de a4 impediu a paralisia em um modelo murino de esclerose multipla
de célula T induzida, e o bloqueio de 04P1 inibiu especificamente a ligagao de células do

sistema imune a vasos cerebrais inflamados (YEDNOCK et al., 1992). Esse estudo forneceu a



28

justificativa para o direcionamento de a4f1 em doengas do SNC imunomediadas.

A expressao anormal de a4p1 é frequentemente observada no cancer, levando a
varios ensaios clinicos com inibidores direcionados a diversos receptores (HE et al., 2022;
ZHANG et al.,, 2021). No entanto, a expressdao ¢ a funcdo desta integrina no cancer
permanecem incertas, o que ¢ muito provavelmente devido a dificuldade intrinseca em obter a
estrutura tridimensional de receptores de membrana através da cristalografia de raios-X

(KELSH-LASHER et al., 2017).

1.2.1 Sequéncias de reconhecimento para a integrina a4f1

Virias integrinas reconhecem o segmento da sequéncia do tri peptideo RGD (Arg-
Gly-Asp) presente em diferentes proteinas que compdem a MEC, enquanto outras
reconhecem sequéncias alternativas, como EILDV (Glu-lle-Leu-Asp-Val) ou REDV (Arg-
Glu-Asp-Val) entre outros. Porém, a4p1 pertence a familia de integrinas leucocitarias (ndo-
RGD) com diferentes sequéncias de reconhecimento pertencentes a ligantes ndo-RGD
(HATLEY et al., 2019).

A integrina VLA-4 reconhece a sequéncia peptidica Gln-Ile-Asp-Ser (QIDS) em
VCAM-1 e lle-Leu-Asp-Val (ILDV) na fibronectina (FN), respectivamente. Bloquear a
interacdo de o4P1 com seus ligantes tem sido usado como estratégia terapéutica para
inflamagdo e autoimunidade. Um dos primeiros estudos publicados na area foi de Liu e
colaboradores que usaram a sequéncia ILDV em FN como um ponto de partida para propor
novos antagonistas. Eles sintetizaram uma série de 51 inibidores especificos para a integrina
a4p1 visando o cancer linfoide (LIU et al., 2006).

Nesse estudo, ao verificar uma biblioteca de peptideos aleatorios com uma
linhagem celular de leucemia Jurkat T, os autores identificaram a sequéncia de aminoacidos
D-Pro-Leu-Asp-Ile (pLDI) como o tnico motivo de proteina que interagia preferencialmente
ao receptor de integrina a4p1 em células linfoides, células malignas humanas, mas ndo em
linfécitos periféricos normais. Assim, os autores propuseram que a integrina a4 1 nas células
linfoides malignas ¢ constitutivamente ativada e que ¢ um alvo terapéutico para a leucemia

linfocitica aguda e a leucemia linfocitica cronica.
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1.3 O planejamento de farmacos

A pesquisa e o desenvolvimento de medicamentos ¢ um processo de varias etapas
que inclui a descoberta de protétipos, testes clinicos e aprovacdo para a producdo. A
descoberta de medicamentos ¢ um processo longo, caro e complexo que dura anos e custa
milhdes de dolares (DIMASI; GRABOWSKI; HANSEN, 2016; SIMOENS; HUYS, 2021).
Esse processo consiste na identificacdo do alvo, descoberta de compostos-lider (leads),
otimizacdo de leads (incluindo sintese molecular e testes de bioatividade) e avaliagdo pré-
clinica (SABE et al., 2021).

Apesar do investimento em grandes quantias e do tempo despendido, a taxa de
sucesso dos testes clinicos ¢ inferior a 15% (ZHU et al., 2023). A causa de falha em
aproximadamente 50% do processo de planejamento de farmacos ¢ devido a distor¢des nas
propriedades farmacocinéticas (absor¢ao, distribui¢do, metabolismo, excre¢do e toxicidade —
ADMET) (KIM; KIM; SEONG, 2010). A velocidade e a taxa de sucesso na descoberta de
medicamentos aumentaram fortemente com o desenvolvimento de abordagens
computacionais (HILL; RICHARDS, [s.d.]).

Atualmente, as abordagens computacionais ¢ de aprendizagem de maquina
desempenham um papel cada vez mais vital no planejamento de farmacos. A répida evolugao
de métodos e algoritmos encurtou o tempo e custos financeiros para encontrar os candidatos a
medicamentos. Na descoberta de farmacos, as contribuicdes da biologia computacional
incluem a caracterizagdo de mecanismos moleculares de interacdo de ligantes, englobando a
identificacao de sitios de ligagdo/ativos e o refinamento das estruturas dos modos de ligagdo
das moléculas-alvo. A maioria dessas abordagens indica que os sitios de ligagdo/ativos na
proteina-alvo devem ser bem determinados (ZHANG et al., 2022b).

A biologia computacional, especialmente a simulacdo de biomoléculas, ¢ um
método poderoso para revelar o mecanismo molecular da proteina-alvo e fornecer novas
perspectivas para o desenho de farmacos. O desenho de farmacos auxiliado por computador
(do inglés, Computer-aided drug design (CADD)) ¢ normalmente usado para descobrir,
desenvolver e analisar candidatos a medicamentos e moléculas ativas com propriedades
bioquimicas semelhantes (SURABHI; SINGH, 2018) e para acelerar a descoberta de
medicamentos reduzindo custos e taxas de erro.

Candidatos a farmacos descobertos por CADD geralmente vém de bibliotecas de

moléculas pequenas. Essas descobertas sdo feitas usando varios métodos, incluindo docking
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molecular, modelagem farmacoéfora, VS (Varredura Virtual, do inglés, Virtual Screening) e
Relagdo Quantitativa Estrutura-Atividade (QSAR).

Entre essas abordagens, VS ¢ a principal ferramenta aplicada para rastrear novos
compostos com propriedades desejadas em grandes bancos de dados quimicos. VS ¢
classificado como VS baseado em estrutura (do inglés, Structure-based Virtual Screening -
SBVS) (DOS SANTOS; FERREIRA; ANDRICOPULO, 2018) e VS baseado em ligante (do
inglés, Ligand-based Virtual Screening - LBVS) (BANEGAS-LUNA; CERON-CARRASCO;
PEREZ-SANCHEZ, 2018). VS ¢é usado para acelerar a descoberta de farmacos e encurtar o
numero de compostos a serem testados no laboratdrio. Além disso, o VS também desempenha
um papel importante no reaproveitamento ou reposicionamento de medicamentos, otimizando
os compostos candidatos, o que acelera todo o processo de planejamento de farmacos
(SOHRABY; BAGHERI; ARYAPOUR, 2019).

Outra abordagem computacional é a descoberta de farmacos baseada em
fragmentos (do inglés, Fragment-based Drug Discovery - FBDD) que se tornou um
procedimento pratico para explorar o espago quimico de uma proteina-alvo, levando a
compostos de maior afinidade (PATEL; BAUMAN; ARNOLD, 2014). Particularmente, o
desenho de novo baseado em fragmentos envolve a criacdo de novas entidades quimicas com
base na estrutura do sitio de ligagdo com o qual elas devem interagir (TRIPATHI; SINGH;
SING, 2016). Os projetos de FBDD tém algumas vantagens atraentes, como investimentos
mais baixos em pesquisa e desenvolvimento e o uso de bibliotecas menores de moléculas de
baixa complexidade. Essas vantagens tém encorajado pesquisadores no desenvolvimento de
novos inibidores para diversos alvos de proteinas. Como as integrinas sdo receptores
multidominios, o uso de FBDD pode ser util na busca por novos sitios de ligagdo e por novos
compostos inibidores (ZHENG; LEFTHERIS, 2020).

Empregando a mecanica newtoniana, a simulacdo de dinamica molecular, que tem
sido amplamente empregada no planejamento de farmacos, pode capturar a posi¢do € o
movimento de cada atomo em um sistema (DURRANT; MCCAMMON, 2011). Esta
abordagem pode revelar os detalhes das interagdes moleculares e de alteragdes
conformacionais da proteina-alvo, que fornecem informacdes complementares aos testes
experimentais (ZHAO; CAFLISCH, 2015). Além disso, simulacdes de DM podem fornecer
dados de termodinidmica, cinética e perfis de energia livre do complexo receptor-ligante
(HUANG; CAFLISCH, 2011). Estas informagdes podem ser tuteis para melhorar a afinidade

de ligacdo do composto-lider.
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1.3.1 Integrinas como alvos terapéuticos

As integrinas tornaram-se potenciais alvos terap€uticos porque elas estdo
envolvidas na fisiopatologia de diversas doencas. Antagonistas de integrinas, atualmente no
mercado ou em ensaios clinicos, visam a interagdo nos sitios de ligagdo, os quais sdo
expressos em células sanguineas, leucécitos ou plaquetas (LEY et al., 2016).

A cadeia 04 pode parear com B1 para gerar VLA-4 ou com B7 para formar a4p7;
portanto, medicamentos que tém como alvo a4 podem efetivamente inibir duas integrinas,
a4p1 e 04p7 (WOODSIDE; VANDERSLICE, 2019).

Natalizumabe, o Unico antagonista de a4 aprovado pela FDA (Food and Drug
Administration), ¢ um anticorpo monoclonal neutralizante (IgG4k) que se liga a integrinas o4
e bloqueia o reconhecimento de proteinas fisioldgicas ligantes, como VCAM-1, que ¢
expresso em células endoteliais inflamadas, macréfagos e outras células, e fibronectina
também. Essas propriedades ja foram demonstradas in vitro, pois o natalizumabe preveniu
efetivamente a adesdo de células Jurkat humanas, que expressavam 04p1, a recombinantes
purificados de VCAM-1 (LEY et al., 2016; PETERSEN et al., 2019).

O natalizumabe foi aprovado pela primeira vez em 2004 para o tratamento da
esclerose multipla, ap6s resultados promissores obtidos em 2 ensaios de fase III, que
mostraram uma reducdo na progressao da doenca. A droga permaneceu no mercado até que
foi removido voluntariamente pela Biogen em 2005 devido ao aparecimento de
leucoencefalopatias progressivas multifocais em 2 pacientes com esclerose multipla. Em 2006,
o natalizumabe foi reintroduzido no mercado em um programa de avaliagdo de risco sob o
nome comercial Tysabri (PERNECZKY; SELLNER, 2022).

Vedolizumabe (Entyvio) é um anticorpo monoclonal humanizado direcionado a
integrina 04B7 ja no mercado. O medicamento trata a doenga inflamatoria intestinal (DII),
incluindo colite ulcerativa e doengca de Crohn. Recentemente, um anticorpo monoclonal
humano AMG 181 foi projetado para tratamento de DII pela Amgen contra a integrina a4f7,
agora em ensaios de Fase II (LI et al., 2023).

Embora o objetivo da maioria dos antagonistas de a4 seja diminuir a infiltragdo
excessiva de células imunes, essas terapias t€ém o potencial para serem usadas contra células
malignas que se beneficiam da integrina a4 para o extravasamento das células tumorais. O
sucesso em direcionar um ligante para a integrina o4, para bloquear sua adesdo e func¢io de
transdugdo de sinal em doencas como o cancer, dependerd da capacidade de minimizar a

imunossupressao ou afetar indiretamente a funcdo de a4. Ao inibir a interacdo do ligante,
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muitos antagonistas interrompem com sucesso as conexdes celulares com o ambiente
extracelular e as vias de sobrevivéncia que sdo necessarias para a progressao do tumor.

Outra abordagem terapé€utica na tentativa de bloquear a acdo de integrinas diz
respeito ao uso de ligantes peptidicos ou peptideomiméticos. Esta inciativa baseou-se no fato
de que boa parte das integrinas tem a capacidade de reconhecer por¢des peptidicas de suas
moléculas ligantes.

A vantagem dessas moléculas em relagdao aquelas puramente peptidicas reside no
fato de que estas sdo instdveis e de baixa biodisponibilidade, comparadas aos
peptideomiméticos. Além disso, existe a contraindicagdo do uso oral em humanos de
moléculas peptidicas, ja que sofrem degradagdo enzimatica no estomago.

Vérias moléculas pequenas foram desenvolvidas para reconhecer integrinas
leucocitarias; detalhes podem ser encontrados em alguns trabalhos (BAIULA et al., 2019a;
DOTAN et al., 2020; LEY et al., 2016). Eptifibatide (Integrilin), tirofiban (Aggrastat) e
lifitegrast (Xiidra) sdo trés moléculas pequenas antagonistas de integrinas que entraram no
mercado. O eptifibatide ¢ um heptapeptideo RGD mimético e liga-se as plaquetas através da
integrina allbP3; foi aprovado em 1998. O medicamento previne a formagdo de trombos em
uma artéria coronaria. E usado para reduzir o risco de eventos isquémicos cardiacos agudos.
O segundo farmaco, o tirofiban emprega o mesmo mecanismo € tem a mesma indicacdo do
eptifibatide. Foi aprovado em 1998. O terceiro medicamento, o lifitegrast foi aprovado em
2016 e ¢ um inibidor da integrina aLB2. Lifitegrast bloqueia a intera¢do da integrina ao seu
ligante ICAM-1 e, assim, diminui a inflamacio. E usado para tratamento de olhos secos
(xeroftalmia), incluindo disfungdo da glandula meibomiana. Nenhum desses agentes ¢
administrado por via oral.

Ao longo do tempo, foi descoberto que a adi¢cdo de uma estrutura quimica na
porcdo N-terminal de LDV aumentaria, consideravelmente, a capacidade inibitoria dessas
moléculas. Esta estrutura ¢ denominada de 4-[N'-(2-metilfenil)ureido]fenilacetil (PUPA)
(Figura 5). Desse modo, uma nova gama de compostos foi se tornando alvo de
desenvolvimento por parte de empresas farmacéuticas (LIN et al., 1999).

Existem também as moléculas antagonistas de integrinas baseadas na estrutura de
N-acilfenilalanina. Um exemplo ¢ o composto valategrast. Muitas dessas moléculas exibem
atividade antagonista dupla para VLA-4 e 047 (HIJAZI et al., 2004).

Neste trabalho, os estudos se concentrardo no composto-lider chamado de BIO-
5192 (Figura 5). Trata-se de um composto peptideomimético cuja atividade inibitdria in vitro

contra a integrina VLA-4 ja foi demonstrada (LEONE et al., 2003; RAMIREZ et al., 2009).
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Nestes trabalhos, foi reportado um IC50 (Concentracdo Inibitoria da metade) de 0.0018 uM
(LEONE et al., 2003). Em experimentos com cé¢lulas expressando as integrinas 04p7, a9p1,
a2B1 e allbB3, BIO-5192 mostrou maior seletividade a a4p1. A afinidade medida para o
complexo a4B1/BIO-5192 foi de 250 a 1000 vezes maior que para a4p7 (LEONE et al.,
2003). Além disso, mostrou-se que BIO-5192 proporcionou um aumento de 30 vezes na
mobilizagdo de células-tronco hematopoiéticas e de células progenitoras murinas acima dos

niveis basais (RAMIREZ et al., 2009).

Figura 5 — Estruturas moleculares de PUPA (acima) e de BIO-5192 (abaixo). R! =
radicais quimicos que podem ser adicionados a estrutura
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Fonte: O autor.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Compreender as interagdes atdmico-moleculares e o comportamento dindmico de
ligantes candidatos a farmacos que sdo potenciais antagonistas da integrina VLA-4 e de

medicamentos disponiveis no mercado candidatos ao reposicionamento de farmacos.

2.2 Objetivos Especificos

e Analisar os modos de ligagdo dos novos compostos derivados de BIO-
5192 em VLA-4;

e Compreender o comportamento conformacional dindmico dos complexos
integrina-ligante;

e Estudar modos de movimento de VLA-4 quando complexada aos ligantes;

e Predizer as afinidades dos complexos integrina-ligante;

e Estudar os modos de ligagdo de farmacos aprovados pelo FDA na
integrina VLA-4;

e Analisar as caracteristicas estruturais dindmicas dos complexos farmaco-
integrina;

e Predizer as afinidades dos complexos farmaco-integrina.
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3 METODOLOGIA (PARTE I)

3.1 Docking molecular

A triagem experimental de grandes bibliotecas de compostos contra alvos
moleculares, ou seja, High-Throughput Screening (HTS), tem representado o padrao ouro
para descobrir hits biologicamente ativos. No entanto, os altos custos necessarios para
estabelecer e manter essas plataformas de triagem muitas vezes dificultam seu uso para a
descoberta de medicamentos (SLIWOSKI et al., 2014). Além disso, considerando os recentes
desenvolvimentos na tecnologia de computadores e o rapido aumento de dados estruturais,
quimicos e bioldgicos disponiveis em um numero cada vez maior, ¢ facilmente compreensivel
como o uso de abordagens in silico aumentou significativamente nas ultimas décadas
(D’AGOSTINO et al., 2013; MACALINO et al., 2015). De fato, as abordagens in silico agora
permitem a triagem virtual de milhdes de compostos em um tempo acessivel, reduzindo assim
os custos iniciais e melhorando as chances de encontrar os candidatos a medicamentos
desejados.

Os métodos baseados em estrutura dependem das informagdes derivadas do
conhecimento da estrutura 3D de um alvo de interesse, e permitem classificar bancos de dados
de moléculas de acordo com a estrutura e complementaridade eletronica de ligantes para um
determinado alvo. Neste contexto, o docking molecular ¢ entre um dos métodos in silico
baseados em estrutura mais populares e bem-sucedidos, que ajudam a prever as interacdes que
ocorrem entre ligantes e alvos bioldgicos. Este processo € geralmente aplicado a partir da
previsdo da orientagdo molecular de um ligante dentro de um receptor e, em seguida,
estimando sua complementaridade através do uso de uma fun¢do de pontuacido (KITCHEN et
al., 2004).

Dado o potencial oferecido por esse método, esforgos crescentes tém sido
direcionados para a melhoria dos algoritmos de docking e para a superagdo de suas limitagdes
(AIN et al., 2015; GUEDES; PEREIRA; DARDENNE, 2018). De fato, os principais desafios
que caracterizam o docking incluem uma amostragem restrita das conformacdes do ligante e
do receptor na predigao dos modos de ligagdo e o uso de fungdes de pontuagdo aproximadas,
que muitas vezes fornecem resultados que nao se correlacionam com as afinidades de ligacao
experimentais (PANTSAR; POSO, 2018).

No entanto, a aplicagdo do docking no planejamento de farmacos ¢ limitada a

alvos bioldgicos para os quais as estruturas cristalinas sao conhecidas. Varias abordagens tém
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sido adotadas para superar este ultimo aspecto. Por exemplo, a indisponibilidade de estruturas
3D ¢ muitas vezes contornada pela constru¢do de modelos através da modelagem por
homologia. Além disso, esses métodos também podem ser usados em conjunto com a
dinamica molecular para validar e refinar ainda mais os complexos modelados in silico (DE
VIVO et al., 2016; SALMASO; MORO, 2018).

Metodologias de triagem virtual mais rigorosas também foram desenvolvidas para
melhorar as previsdes do complexo receptor-ligante baseado em docking (RASTELLI; PINZI,
2019). De fato, esses métodos de refinamento e repontuagdo poOs-docking sdo de grande
interesse na descoberta de medicamentos porque geralmente fornecem taxas de acerto mais
altas no processo de triagem virtual e permitem uma melhor correlagio com dados
experimentais (GENHEDEN; RYDE, 2015; RASTELLI; PINZI, 2019).

Em particular, o uso da metodologia de docking ampliou-se para novos horizontes
no planejamento de farmacos, impulsionado pela melhoria dos algoritmos e pelo aumento das
informagdes publicamente acessiveis sobre ligantes e receptores. Por exemplo, gragas a
velocidade aprimorada e ao poder de previsdo, o docking também foi incorporado a
protocolos de triagem em larga escala para identificar, por exemplo: sitios de ligagdo em
proteinas (HAZARIKA et al., 2018); novos alvos moleculares de ligantes conhecidos (LI et
al., 2006); potenciais reagdes adversas a medicamentos (LABUTE et al., 2014) e ligantes com
novos arcabougos quimicos ativos contra um determinado alvo ou um conjunto de alvos

desejados.

3.2 Dinamica Molecular (DM)

A simulag@o por DM ¢ um método eficiente para estudar os movimentos fisicos
de 4&tomos e moléculas. Essas particulas interagem por um periodo fixo de tempo, mostrando
uma visao da evolucao dindmica do sistema.

Geralmente, as trajetorias de atomos e moléculas sao determinadas resolvendo
numericamente as equacgdes de movimento de Newton para um sistema de particulas em
interacdo. Suas energias potenciais sdo calculadas usando métodos de mecéanica molecular
com diferentes campos de forga. O campo de forca descreve um sistema através da equagao

de termos simples, que representam as interacdes entre os atomos (Figura 6).



Figura 6 — Equagdo da energia potencial calculada nos campos de forga, a
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Como podemos analisar a partir da Figura 6, a fun¢do de energia potencial ¢
dividida em termos de interacdes ligadas, como os angulos planares, angulos torcionais e
diedros proprios e improprios, além dos termos nado-ligados, a saber as interagdes de van der
Waals e de Coulomb (ou eletrostaticas).

Os campos de for¢ca mais comumente usados em quimica e biologia sdo baseados
na mecanica molecular e incorporam um tratamento mecanico cldssico de interagdes
particula-particula que podem reproduzir mudangas estruturais e conformacionais. Em relagao
ao método experimental, a simulagdo MD pode ndo apenas mostrar a variagdo estrutural em
mudan¢as ambientais, como pH, temperatura e mutagdes de residuos, mas também pode
exibir o processo dinamico de desdobramento e agregagdo de proteinas ou peptideos (CHEN;
VAN DER KAMP; DAGGETT, 2014).

Ainda no campo do planejamento de novos farmacos utilizando sistemas
computacionais, as simulacdes de DM combinadas com célculos de energia livre de ligagao
também demonstraram ser uma boa estratégia para melhorar o fator de enriquecimento da
triagem virtual pois as simulagdes auxiliam no aumento da precisdo da previsao da capacidade
de interagdo entre os ligantes e o alvo (RASTELLI et al., 2010). Para a otimiza¢do de
compostos e obtencdo de moléculas com alta atividade e propriedades ADMET adequadas,

entender o reconhecimento entre os ligantes e o alvo ¢ de grande valia. A simulagdo por DM
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combinada com o calculo da energia livre de ligacdo foi amplamente aplicada para estudar a

interagdo entre fArmacos e alvos (KING et al., 2021a; PROCACCI, 2021).
3.2.1 Ensemble docking e simulagoes dos novos ligantes derivados de BIO-5192 em VLA-4

Na abordagem por ensemble docking, a estrutura da proteina-alvo ¢ caracterizada,
muitas vezes, usando simulagdes de dindmica molecular, e varias conformagdes assim geradas
do receptor sdo usadas em muitos calculos de docking, em vez de realizd-lo em uma tnica
estrutura (experimental ou modelada) do alvo. Essa técnica visa reproduzir um mecanismo de
selecdo conformacional, no qual conformagdes especificas de proteinas sdo selecionadas
pelo(s) ligante(s) para formar um complexo proteina-ligante termodinamicamente favorecido,

como mostra a figura abaixo.

Figura 7 — Esquema representativo do processo de ensemble docking
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O planejamento de farmacos baseado no ensemble docking ¢ aplicado na
identificacao de novos hits e leads em uma variedade de vias metabolicas e alvos moleculares.
Além dessa abordagem, a técnica baseada em ensemble pode ser usada para prever interagdes

de receptores com #hits/leads fora do sitio no alvo levando a efeitos adversos em ensaios pré-
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clinicos e clinicos (EVANGELISTA et al., 2016), também para redirecionar medicamentos
existentes (ZHAO et al., 2016) e para identificar os alvos de produtos naturais.

O ensemble docking ¢ um processo de duas etapas: geragao de um conjunto de
conformagdes de proteinas a serem usadas nos célculos e o encaixe per se nas estruturas do
receptor selecionadas. Tomadas de forma independente, essas duas tarefas requerem poder
computacional significativo, tanto para longas simulacdes de DM quanto para aplicar em
grandes bancos de dados de compostos. Para mitigar o efeito da grande demanda
computacional nos calculos, o que se tem feito ¢ selecionar apenas um subconjunto de
conformagdes de proteinas, por exemplo, agrupando as suas conformagdes (ou de uma
subestrutura, como sitios de ligacdo) e escolhendo uma estrutura representativa para cada
agrupamento. A hipotese subjacente a essa abordagem de clustering (agrupamento) ¢ que cada
conformacgdo representativa de um cluster (grupo) serd também representativa de todo o
cluster em termos de desempenho de docking (EVANGELISTA FALCON et al., 2019).

Neste trabalho, foi realizado o método de ensemble docking no receptor VLA-4
obtido por modelagem por homologia em trabalho prévio (VASCONCELOS et al., 2022)
(apenas o sitio de ligagdo foi considerado), utilizando como ligantes os compostos de codigo
1592, 2363 ¢ 973, além do composto-lider BIO-5192, do qual os ligantes derivam. Essas
pequenas moléculas sdo potenciais antagonistas de VLA-4 desenvolvidas pelo grupo em
trabalho anterior (VASCONCELOS et al., 2022). A figura abaixo descreve o processo de
desenvolvimento dos novos ligantes pela técnica do desenho de novo, a partir do /ead BIO-

5192.

Figura 8 — Na parte superior, a molécula BIO-5192, a qual foi o composto-lider
utilizado neste trabalho para gerar, através da técnica do desenho de novo, os
outros ligantes de codigo 1592, 2363 e 973, que estdo na parte inferior da
figura
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Como podemos observar, os compostos 1592, 2363 e¢ 973 sdo resultados de
variagoes moleculares a partir da por¢ao R2 de BIO-5192. Tal mudanga quimica favoreceu a
interagdo dos ligantes em VLA-4, além de gerarem estruturas com baixa capacidade de
toxicidade, como demonstrado em trabalho prévio (VASCONCELOS et al., 2022).

O método de ensemble aconteceu a partir da realizacao de simulagdes de DM de
VLA-4, a fim de se gerar diversas conformagdes da proteina. As simulag¢des realizadas neste
trabalho foram feitas no pacote Gromacs v. 2018.3 (ABRAHAM et al., 2015; BERENDSEN;
VAN DER SPOEL; VAN DRUNEN, 1995).

As simulagdes foram realizadas em um tempo total de 200 ns de duragdo. As
energias de interagdo foram tratadas com o campo de forca Gromos 53a6 (OOSTENBRINK
et al., 2005). O algoritmo de integracdo de Verlet tratou as interacdes de Coulomb de e van
der Waals com um corte de distancia de 10 A. O método Particle Mesh Ewald (PME)
(DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1998) foi escolhido para tratar as interagdes eletrostaticas
de longo alcance.

Os sistemas foram colocados em uma caixa ctbica e solvatados com agua SPC
(MARK; NILSSON, 2001). A adi¢do de contra ions neutralizou os complexos. Em seguida,
os sistemas foram minimizados seguindo o algoritmo steepest-descent e passaram por uma
equilibragdo em trés etapas. Na primeira, o conjunto NVT (numero de mols; volume e
temperatura constantes) foi aplicado por 100 ps até que a temperatura atingisse 300 K. Em

seguida, usamos duas etapas de simulacdo no conjunto NPT (numero de mols; pressdo e
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temperatura constantes): uma com restricdes de posicao por 100 ps e a ultima aplicando
simulag¢do irrestrita por 1 ns.

Ao final das simulagdes, foi aplicada a fungdo gmx cluster do Gromacs para gerar
agrupamentos de conformagdes similares de VLA-4, obtidas ao longo da dinamica.
Utilizamos o cluster mais representativo para realizar o docking molecular.

Realizamos os ensaios de docking usando o programa Autodock Vina (TROTT;
OLSON, 2010), implementado no software Pyrx 0.9.2. (DALLAKYAN; OLSON, 2015), uma
versdo otimizada do Autodock que implementa um novo método de otimizacao de gradiente.
O calculo desse gradiente efetivamente direciona o algoritmo em relagdo as menores energias.
O Vina ¢ capaz de ser executado em ambientes computacionais com multiplos nicleos de
processamento, aumentando a velocidade e a capacidade de identificacdo de compostos lider,
ja& que essa ferramenta ndo considera no célculo as interagdes eletrostaticas. O programa Vina
consegue ser duas ordens de magnitude mais rapido do que seu antecessor, o AUTODOCK 4
(MORRIS et al., 2009).

Os ligantes BIO-5192, 1592, 2363 e 973 tiveram sua energia minimizada no
programa Avogadro (HANWELL et al., 2012). A estereoquimica das moléculas foi respeitada
e os estados de protonacgdo dos grupos ionizaveis foram gerados em pH 7,4.

Definimos o centro geométrico da caixa para delimitar a regido de encaixe dos ligantes
como sendo as coordenadas do ion Mg?** do motivo MIDAS. As arestas da caixa foram
ajustadas em 20 A, 20 A e 25 A para os eixos X, y € z. Definimos um valor do pardmetro
exaustividade (do inglés, exhaustiveness) do Vina de 150 para este trabalho. Elevando este
parametro do valor padrao, que ¢ de 8, € permitido ao usudrio que se aumente o tempo de
busca conformacional linearmente, aumentando a probabilidade de encontrar o minimo global
exponencialmente  (informacdo disponivel no Manual do Autodock Vina -

http.//vina.scripps.edu/manual. html#texhaustiveness).

Os melhores resultados foram classificados de acordo com a fungao de pontuagao
do Vina. Além disso, classificamos os resultados em relagdo as distancias euclidianas entre os
dtomos de oxigénio do grupo carboxilato do ligante e o ion Mg*" da regido MIDAS da
integrina, tomando um raio de corte de 3 A. Por fim, selecionamos um modo de ligacdo
especifico no qual o composto permaneceria em uma forma esticada no sitio da integrina.

Para validarmos o docking, estudamos os modos de ligagdao de 500 compostos que
tém alguma atividade em VLA-4 e os ligantes decoys, isto €, aqueles que interagem a seu
receptor, porém nao possuem atividade. O banco de dados de moléculas do Chembl

(GAULTON et al., 2012) foi usado (ID: CHEMBL1907599). A quantidade total de decoys


http://vina.scripps.edu/manual.html#exhaustiveness
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contidos no banco de dados foi de 28%. Usamos as mesmas configuragdes do protocolo
anterior. Assim, classificamos as moléculas mais bem avaliadas com base na funcdo de
pontuacdo do Vina e checamos a precisao do método na separacao de compostos ativos e
decoys tragando uma Curva Caracteristica de Operagao do Receptor (do inglés, Receiver
Operating Characteristic Curve - ROC) para medir a area sob a curva (do inglés, Area Under
the Curve - AUC) e o Fator de Enriquecimento (do inglés, Enrichment Factor - EF).

Apo0s o protocolo do ensemble docking, os complexos integrina-ligantes formados
foram submetidos as simulacdes de DM, a fim de avaliarmos a estabilidade dos sistemas, a
forma de interagdo dos ligantes no sitio do receptor, além de estudarmos modos de
movimento da proteina ao longo do tempo para entendermos o que cada composto pode
influenciar no comportamento proteico.

O programa Antechamber (WANG et al., 2006) foi usado para preparar os ligantes
usando o campo de for¢a Gaff2 (VASSETTI; PAGLIAI; PROCACCI, 2019) e, posteriormente,
aplicamos o script acpype (SOUSA DA SILVA; VRANKEN, 2012) para gerar os parametros
e topologias para o pacote Gromacs. O estado de protonacdo da proteina VLA-4 foi ajustado
para pH 7,4 usando a ferramenta H++ (GORDON et al., 2005).

As simulagdes foram realizadas em triplicata, com cada réplica de 500 ns de
duragdo, totalizando 4,5 us de dados. As energias de interacdao foram tratadas com o campo de
forca Amber ff99sb (LINDORFF-LARSEN et al., 2010). O algoritmo de Verlet tratou as
interagdes de Coulomb e de van der Waals com uma distancia de corte de 10 A. O método
Particle Mesh Ewald (PME) (DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1998) foi escolhido para tratar
as interagdes eletrostaticas de longo alcance. Todas as ligagdes foram limitadas usando o
algoritmo LINCS (“LINCS: A linear constraint solver for molecular simulations - Hess - 1997
- Journal of Computational Chemistry - Wiley Online Library”, [s.d.]).

Os sistemas foram colocados em uma caixa cubica e solvatados com agua TIP3P
(PRICE; BROOKS, 2004). A adi¢do de trés contra ions de sddio neutralizou os complexos.
Em seguida, os sistemas foram minimizados seguindo o algoritmo steepest-descent e
passaram por uma equilibragdo em trés etapas. Na primeira, o conjunto NVT (niimero de mols;
volume e temperatura constantes) foi aplicado por 100 ps até que a temperatura atingisse 300
K. Apos isso, usamos duas etapas de simulagdo no conjunto NPT (nimero de mols; pressao e
temperatura constantes): uma com restrigdes de posi¢ao por 100 ps e a ultima aplicando
simulag¢do irrestrita por 1 ns.

Ao final das simulagdes, algumas andlises foram aplicadas, a partir de

ferramentas proprias do pacote Gromacs. Calculamos o RMSD (do inglé€s, Root Mean Square
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Deviation) da proteina e dos atomos pesados dos ligantes; o RMSF (do inglés, Root Mean
Square Fluctuation) de VLA-4 ao longo das simulagdes; as ligagdes de hidrogénio realizadas
entre ligantes e receptor; o SASA (Area de Superficie Acessivel ao Solvente) dos complexos
ao longo do tempo e as distancias do grupo COO™ nas pequenas moléculas e o ion MIDAS da
integrina. Esses dados foram submetidos a interpolacdo por minimos quadrados. Os

resultados foram plotados no software GraphPad Prism 8.0.2.

3.2.1.1 Analises de Componentes Principais (PCA)

Uma estratégia adotada para o estudo dos modos de movimento da proteina ao
longo de simulacdes por DM e se cada ligante complexado ao receptor interfere nesse
processo, ¢ a aplicagdo dos calculos de componentes principais.

A Analise de Componentes Principais (PCA) € uma técnica estatistica usada para
reduzir a dimensionalidade de grandes conjuntos de dados, mantendo o maximo de
informacdes possivel. Ela funciona identificando as dire¢des (componentes principais) nos
dados que capturam a maior variacdo e projetando os dados nesses componentes (BRO;
SMILDE, 2014; SHLENS, 2014).

A PCA ¢ comumente utilizada em ciéncia de dados, aprendizado de maquina e
outros campos em que dados de alta complexidade precisam ser analisados. Tem aplicacdes
em processamento de imagem, processamento de sinal, financas e muitas outras areas
(ASOKAN et al., 2020).

A ideia basica da PCA ¢ transformar um conjunto de variaveis correlacionadas em
um novo conjunto de varidveis ndo correlacionadas chamadas de componentes principais. O
primeiro componente principal captura a diregdo na qual os dados variam mais, o segundo
componente principal captura a direcdo que representa a maior variagdo restante e assim por
diante. Cada componente principal ¢ uma combinacao linear das varidveis originais e, juntas,
formam uma base ortogonal para os dados.

O processo de encontrar os componentes principais envolve o calculo dos
autovalores e autovetores da matriz de covariancia dos dados. Os autovetores correspondem
aos componentes principais € os autovalores indicam a quantidade de variagdo capturada por
cada componente.

A PCA pode ser usado para visualizacdo de dados, extracdo de recursos e
compactacdo de dados. Também pode ser combinado com outras técnicas, como agrupamento

e classificagdo, para melhorar o desempenho dos modelos de aprendizado de maquina (HU et
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al., 2018).

Um dos beneficios do PCA ¢ que ele pode ajudar a reduzir a complexidade
computacional dos algoritmos, reduzindo o numero de dimensdes nos dados. No entanto,
deve ser usado com cautela, pois a interpretacao dos componentes principais pode ser dificil e
a perda de informagdes pode afetar a precisdo dos resultados.

Neste trabalho, foi utilizado o programa pyPcazip (SHKURTI et al., 2016) para a
geragdo dos autovetores e autovalores. Nos calculos, usamos o receptor VLA-4 apds as
simulagdoes de DM. Para diminuir o custo computacional, selecionamos residuos de
aminoacidos que estivessem a uma distancia de 8 A do ion MIDAS em VLA-4, logo fizemos

uma analise apenas do sitio de ligagdo da proteina.

3.3 Calculos de energia livre de ligacao

Os calculos de energia livre de ligacdo sdo uma ferramenta essencial para prever a
forca das interagdes moleculares entre diferentes biomoléculas, como proteinas, acidos
nucléicos e pequenas moléculas. Esses calculos usam simulagdes de dinamica molecular e
métodos de mecanica estatistica para estimar as mudangas de energia associadas a ligacao
entre duas moléculas.

A energia livre de ligacdo ¢ definida como a diferenca entre a energia livre do
complexo ligado e a soma das energias livres dos componentes individuais no estado nao
ligado. O calculo preciso da energia livre de ligacdo requer um tratamento abrangente de
todas as contribuigdes de energia relevantes, como eletrostatica, forgas de van der Waals,
ligagdes de hidrogénio, solvatagdo e mudancas conformacionais (GILSON; ZHOU, 2007;
KOLLMAN et al., 2000; WANG et al., 2006).

Virias abordagens foram desenvolvidas para o calculo da energia livre de ligagao,
incluindo integracdo termodinamica (TI), perturbacdo de energia livre (FEP), mecanica
molecular/area superficial de Poisson-Boltzmann (MM/PBSA) e energia de interagdo linear
(LIE). Cada método tem suas vantagens e limitagdes, dependendo do sistema em estudo e dos
recursos computacionais disponiveis.

Neste trabalho, aplicamos o método MM/PBSA para os complexos integrina-
ligante apds as simulacdes de DM. O método MM/PBSA aplicado a interagdo de moléculas
pequenas ¢ um método que estima a diferenga de energia livre de ligacdo entre o complexo
proteina-ligante e os componentes ndo ligados separados, o complexo, ligante e a proteina

sozinha (WANG et al., 2016, 2019) (Figura 9). O MM/PBSA fornece uma abordagem
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equilibrada caracterizada por melhorar o rigor e a precisdo sobre o docking molecular, € com
reducdo da demanda computacional em comparacdo com outros métodos (SLYNKO et al.,

2014; SUN et al., 2014).

Figura 9 — Ciclo termodindmico do MM/PBSA. A energia livre de
ligacdo em meio aquoso ¢ calculada como a diferenca entre a soma da
interagdo no vacuo e a solvatacdo do complexo com a solvatagdo do
receptor e do ligante individualmente

_‘ AG solv ligagio i

+ —

S -

| I AG soly

[ {Af} solv lig l |-"G solv receptor complexo

+ —

: ’ AG vicuo ligagio ’

AG solv ligagio = AG vicuo ligagio + AG solv complexo - (AG solv lig + AG solv receptor)

Fonte: Adaptada de King et al. (2021b).

Duas abordagens principais sdo empregadas para gerar os dados para previsoes de
energia de ligagdo via MM/PBSA com ambas a partir da simula¢do de dindmica molecular em
solvente explicito: multiplas trajetorias com os trés componentes, complexo, receptor apo e
ligante separadamente, ou uma uUnica trajetéoria com o complexo proteina-ligante que ¢
dividido depois nos trés componentes (KOLLMAN et al., 2000; WANG et al., 2016).

A simulagdo de DM ¢ realizada com solvatagdo explicita para maximizar a
precisdo da amostragem conformacional, e os frames sdo pos-processados pela remocao de
moléculas de solvente e ions. A trajetéria convergente ¢ avaliada com cada frame como um
ponto de amostra individual para gerar médias de conjunto e valores de incerteza para as
quantidades de energia (KING et al., 2021b)

Apesar dos avangos no campo, a previsdo precisa da energia livre de ligacdo
continua sendo uma tarefa desafiadora devido a complexidade das interacdes moleculares
subjacentes e as limitagdes dos métodos de simulacdo atuais. No entanto, os calculos de
energia livre de ligacdo tornaram-se uma ferramenta essencial na descoberta de medicamentos
e outras aplicagdes biotecnoldgicas, pois podem fornecer informagdes sobre os mecanismos

moleculares de ligagdo e ajudar no planejamento de novos farmacos (MUEGGE; HU, 2023).
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Um dos desafios nos célculos de energia livre € a precisdo dos campos de forca
usados nas simulagdes. O desenvolvimento de campos de for¢a mais precisos tem sido um
dos principais focos de pesquisa no campo da biofisica computacional (CAVASOTTO, 2020).

Outro desafio encontrado na area ¢ o problema de amostragem. Para estimar com
precisdo a energia livre de ligacdo, as simula¢des devem amostrar o espaco conformacional
relevante do sistema, o que pode ser uma tarefa computacionalmente intensa. Véarios métodos
avangados de amostragem, como dindmica molecular de troca de réplicas e troca de réplicas
hamiltonianas, foram desenvolvidos para resolver essa abordagem (MARKTHALER;
KRAUS; HANSEN, 2022).

Os métodos de ligagdo de energia livre t€ém evoluido rapidamente nos ultimos
anos, com avangos no poder de computacao, melhorias dos algoritmos e o desenvolvimento
de novas técnicas. Um avanco recente ¢ o uso de aprendizado de maquina para prever
energias livres de ligagdo. Os modelos podem ser treinados em grandes conjuntos de dados de
afinidades de ligagdo medidas experimentalmente para “aprender” a relagdo entre
caracteristicas moleculares e energias livres de ligacdo. Esses calculos podem entdo ser
usados para prever a afinidade de ligacdo de novos compostos com alta precisdo e velocidade.
No entanto, a acuidade desses modelos ¢ limitada pela qualidade e diversidade dos dados de

treinamento (BADAOUI et al., 2022).

3.3.1 Cadlculos de energia livre de ligacdo nos complexos a4f1-ligantes

Ao final das simulagdes, as trajetorias de cada réplica dos complexos VLA-4 com
os ligantes BIO-5192, 1592, 2363 e 973 foram submetidas a calculos de energia livre de
ligagdo por MM/PBSA, usando o programa GMXPBSA 2.1 (PAISSONI et al., 2015).

Esse script calcula os termos provenientes da mecanica molecular (Coulomb e
Lennard-Jones), além das energias de solvatagdo polar e ndo polar, a partir dos dados de DM.
O programa nado reproduz valores absolutos de energia livre de ligagdo e ao final, faz um
ranking de afinidades relativas entre complexos de proteinas com diferentes ligantes.

Para os calculos, foram considerados somente os ultimos 250 ns de simulacao
para cada réplica dos complexos integrina-ligante sem as moléculas de solvente. Os dados da
decomposicao de energias dos complexos foram tratados e submetidos a andlises estatisticas
no programa GraphPad Prism 8.0.2. Por fim, o pardmetro AAG (energia livre de ligagdo
relativa) de cada complexo foi calculado e analisado qual composto possuia maior afinidade a

VLA-4.
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4 METODOLOGIA (PARTE II)

4.1 Reposicionamento de farmacos

O reaproveitamento de medicamentos (também chamado de reposicionamento) ¢é
uma estratégia para identificar novos usos para medicamentos aprovados ou em investigacao
que estdo fora do escopo da indicagao médica original (ASHBURN; THOR, 2004). Essa
estratégia oferece varias vantagens sobre o desenvolvimento de um medicamento totalmente
novo para uma determinada indicagdo. Primeiro, e talvez o mais importante, o risco de falha ¢
menor; como o medicamento reaproveitado ja foi considerado suficientemente seguro em
modelos pré-clinicos € em humanos, se os ensaios em estagio inicial tiverem sido concluidos,
¢ menos provavel que falhe, pelo menos do ponto de vista da seguranga, em ensaios de
eficacia subsequentes. Em segundo lugar, o prazo para o desenvolvimento do medicamento
pode ser reduzido, porque a maior parte dos testes pré-clinicos, avaliacdo de seguranga e, em
alguns casos, o desenvolvimento da formulacdo j4 terd sido concluido. Em terceiro lugar, ¢
necessario menos investimento, embora isso varie muito, dependendo do estidgio e do
processo de desenvolvimento do candidato a reaproveitamento (BRECKENRIDGE; JACOB,
2019).

Os custos regulatorios e de fase III podem permanecer os mesmos para um
medicamento reaproveitado e para um novo medicamento na mesma indicagdo, mas ainda
pode haver economias substanciais nos custos pré-clinicos e nas fases [ e [l (PUSHPAKOM et
al., 2019). Juntas, essas vantagens tém o potencial de resultar em um retorno de investimento
menos arriscado e mais rapido no desenvolvimento de medicamentos reaproveitados, com
custos médios associados mais baixos, uma vez que as falhas foram contabilizadas (de fato, os
custos de trazer um medicamento reaproveitado para o mercado ¢ estimado em US$ 300
milhdes em média, em comparagdo com cerca de US$ 2 a 3 bilhdes para uma nova entidade
quimica) (NOSENGO, 2016). Finalmente, fairmacos reaproveitados podem revelar novos
alvos e caminhos que podem ser mais explorados.

Historicamente, o reposicionamento de medicamentos tem sido amplamente
fortuito; uma vez que se descobriu que um farmaco tinha um efeito fora da indicac¢do da bula
ou um efeito recém-reconhecido, ele era levado para exploracdo comercial. De fato, os
exemplos mais bem-sucedidos de reaproveitamento de medicamentos até agora ndo
envolveram uma abordagem sistematica; o reposicionamento do citrato de sildenafila para

disfungdo erétil baseou-se na experiéncia clinica retrospectiva, e o reaproveitamento da
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talidomida para o eritema nodoso hansénico (ENH) e mieloma multiplo foi baseado no acaso
(ASHBURN; THOR, 2004).

A sildenafila foi originalmente desenvolvida como um medicamento anti-
hipertensivo, mas quando reaproveitado pela Pfizer para o tratamento da disfungdo erétil e
comercializado como Viagra, detinha uma participagdo de mercado de 47% no mercado de
medicamentos para disfunc¢do erétil em 2012, com vendas mundiais totalizando US$ 2,05
bilhdes (“Pfizer’s Expiring Viagra Patent Adversely Affects Other Drugmakers Too”, [s.d.]).

A talidomida, um sedativo originalmente comercializado em alguns paises em
1957, foi retirada do mercado em 4 anos devido a sua ligagdo com defeitos congénitos
esqueléticos graves em criangas nascidas de maes que tomaram o farmaco durante o primeiro
trimestre de gravidez. No entanto, descobriu-se por acaso que era eficaz primeiro no
tratamento do ENH, em 1964, e décadas depois no mieloma multiplo (SINGHAL et al., 1999).
Desde entdo, teve um sucesso comercial substancial no mieloma multiplo e levou ao
desenvolvimento e aprovacao de derivados ainda mais bem-sucedidos, como a lenalidomida
(Revlimid, Celgene), que teve vendas globais em 2017 de US$ 8,2 bilhdes (URQUHART,
2018).

A partir do surgimento do surto pandémico das novas infec¢des virais, como a do
novo coronavirus (COVID-19), a comunidade cientifica comecgou uma corrida contra o tempo
para desvendar solucdes rapidas e eficientes para a doenga emergente. Além disso, o
desenvolvimento de uma vacina para qualquer doenca, incluindo COVID-19, leva tempo e,
mesmo que o processo seja colocado em modo acelerado, levaria de 18 a 20 meses para
introduzi-lo como produto pronto para uso. Diante disso, uma das estratégias adotadas como
solucdo dessas questdes € o uso do reposicionamento de farmacos.

Um exemplo bem-sucedido de reaproveitamento foi visto recentemente na
aprovacao do FDA do remdesivir (Veklury; Gilead Sciences) para o tratamento da COVID-19

(https://www.fda.gov/drugs/drug-safety-and-availability/fdas-approval-veklury-

remdesivirtreatment-covid-19-science-safety-and-effectiveness) abrindo caminho para muitos

medicamentos aprovados e em investigacdo com potencial de reaproveitamento em ensaios
clinicos para COVID-19, como dexametasona (P et al., 2021) e tocilizumabe (TONIATI et al.,
2020).

A Tabela 1 abaixo mostra outros exemplos de reaproveitamento de medicamentos
bem-sucedidos, juntamente com as abordagens de reposicionamento empregadas, a maioria
dos quais até agora deriva de um entendimento da farmacologia do medicamento ou de

analises retrospectivas do efeito clinico de um medicamento quando prescrito para sua


https://www.fda.gov/drugs/drug-safety-and-availability/fdas-approval-veklury-remdesivirtreatment-covid-19-science-safety-and-effectiveness
https://www.fda.gov/drugs/drug-safety-and-availability/fdas-approval-veklury-remdesivirtreatment-covid-19-science-safety-and-effectiveness
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indicagdo original.

Tabela 1 — Alguns farmacos comerciais que foram submetidos ao processo de
reposicionamento

Zidovudina Cancer HIV/AIDS 1987 Varredura in vitro

de Dbancos de

compostos
Minoxidil Hipertensdo Perda 1988 Analise clinica
capilar retrospectiva

(identificagdo do
crescimento
capilar como

efeito adverso)

Rituximabe Cancer Artrite 2006 Analise clinica
reumatoide retrospectiva
(remissao de

artrite reumatoide
coexistente em
pacientes com
linfoma nao-
Hodgkin tratados

com rituximabe)

Cetoconazol Infecgdes Sindrome 2014 Andlise
fingicas de Cushing Farmacologica
Aspirina Analgesia ~ Cancer 2015 Anadlise clinica e
colorretal farmacologica
retrospectiva

Fonte: Adaptada de Pushpakom et al. (2019).
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4.1.1 Abordagens computacionais no reposicionamento de farmacos

Abordagens computacionais sao amplamente orientadas por grandes volumes de
dados; eles envolvem analise sistematica (como expressao génica, estrutura quimica, gendtipo
ou dados protedmicos), que podem levar a formulagdo de hipoteses de reaproveitamento de
medicamentos (HURLE et al., 2013).

Neste trabalho, foi utilizada a abordagem computacional do docking molecular,
mais precisamente a técnica de varredura virtual ou Virtual Screening (VS), para o
reposicionamento de medicamentos aprovados pela FDA usando como receptor a integrina
VLA-4, a mesma estrutura utilizada na Parte I da Metodologia. Nesse sentido, utilizamos o
banco de moléculas chamado “fda” do ZINC (STERLING; IRWIN, 2015) para aplicarmos o
VS. Foram aproximadamente 2000 compostos analisados em interagcio com VLA-4, no
programa Vina. Os parametros do docking aplicados foram os mesmos ja implementados nas
outras metodologias deste trabalho, com exce¢do do quesito exhaustiveness que, nesse caso,
foi ajustado para o valor padrao de 8, j4 que no VS trabalhamos com maiores quantidades de
ligantes. Os resultados foram analisados de acordo com a fun¢do de pontuag@o do Vina e com
os modos de ligacao gerados.

A fim de validar esse protocolo de VS, decidimos montar um esquema conforme a

Figura 10.

Figura 10 — Esquema proposto para a validagao do protocolo de VS no método
de reposicionamento de farmacos na integrina VLA-4

Banco de
moléculas [com
atividade em

Banco de
moléculas (80%

Controles de similaridade
tad Y P
contendo 500 comendo 15

ligantes ligantes

&creveL |

Banco de

=ty ZINC15

ligantes

Fonte: O autor.



51

Esmiug¢ando melhor a figura 10, fizemos dois VS como controles: um, com um
banco de compostos com atividade em VLA-4 e outro, com um banco apresentando
moléculas com, no minimo, 80% de similaridade ao lead BIO-5192. Ambos os bancos de
ligantes foram extraidos da base de dados Chembl. Apds isso, foram separados os compostos
ativos dos inativos/decoys, a partir de um valor de corte de IC50 de 150 nM. Diante disso,
foram geradas as curvas ROC e calculados os AUCs e os Fatores de Enriquecimento. Os
modos de ligagdo gerados foram analisados, em conjunto com as interacdes formadas entre
receptor e ligante.

Desse modo, 3 dos melhores fairmacos classificados apds o VS no Vina foram
selecionados para as simulagdes de DM. Foram considerados os modos de ligagdo de menores
energias. As simulagdes seguiram o mesmo protocolo de parametrizagdes da parte . As
excecoes foram que, neste caso, utilizamos um sistema de caixa triclinica com a adigao de
ions neutralizantes a uma concentragdo fisiologica de 0,15 mol/l. O campo de forca aplicado
foi o Amber ff14sb (MAIER et al., 2015). Outros diferenciais do protocolo foram o tempo de
simulagdo e o niumero de réplicas. Neste caso, foram estabelecidas 2 réplicas de 100 ns cada
uma. Ao final, foi avaliada a estabilidade dos farmacos no sitio de ligagdo de VLA-4.

Apbs os dados de DM terem sido colhidos e avaliados, os sistemas foram
submetidos a calculos de energia livre de ligagdo pelo método do MM/PBSA. O mesmo
programa GMXPBSA 2.1 utilizado na metodologia com os novos compostos derivados de
BIO-5192 foi aplicado. Os tltimos 50 ns de simula¢do foram levados em consideragdo nos

calculos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO — PARTE I
5.1 Analises do docking molecular de BIO-5192 e seus derivados em VLA-4

Como resultado do método de ensemble docking, foi selecionado o cluster mais
representativo de VLA-4 ao longo da simulacdo de 200 ns, a fim de ser a estrutura-referéncia
para ser utilizada como receptor no processo de docking.

A figura a seguir mostra a interacdo do composto lider BIO-5192 em VLA-4 e o
modo de ligagdo que foi selecionado como referéncia para o desenho dos novos ligantes 1592,

2363 € 973.

Figura 11 — Modos de ligagio de BIO-5192 em VLA-4. O ion da regido MIDAS ¢
representado como uma esfera vermelha. Os nimeros indicam a distancia (Angstrom) entre o
carboxilato do ligante e o fon Mg®" da regido MIDAS na integrina. A imagem exibida pela
seta preta no canto direito mostra as principais interagdes entre BIO-5192 ¢ VLA-4. As
figuras foram produzidas usando o PyMOL e Maestro 11.8, com um raio de corte de 4 A.
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Fonte: O autor. A legenda do diagrama de interagdes usada nesta figura serd a mesma nas outras imagens de
interacdo receptor-ligante.

Esse modo de ligagdo especifico de BIO-5192 em VLA-4 resultou em uma
energia de interacao de -8,9 kcal/mol, de acordo com a fun¢ao do Vina. Notamos também que
o lider apresentou uma distancia de 2,5 A do oxigénio carboxilato ao ion Mg?*. Além disso,
BIO-5192 permaneceu em uma conformacao esticada quando encaixado em 04f1. De acordo
com a literatura, esta geometria ¢ preferida pelos antagonistas peptideomiméticos das
integrinas VLA-4 (SILVA et al., 2010).

Ainda ¢ possivel observar duas interagdes especificas: o oxigénio carboxilato de
BIO-5192 participa de uma ponte salina com o ion MIDAS (Mg*") e de uma ligagio de

hidrogénio com a Ser 449, pertencente a cadeia  da integrina. Os potentes antagonistas de
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VLA-4 devem apresentar um aceptor de ligacdo de hidrogénio, por exemplo, uma porcao
carboxilato e grupos hidrofobicos para acomodar os bolsdes formados por aminoacidos
apolares (BAIULA et al., 2019b).

Analisando os dados gerados pelo ensemble docking, selecionamos os melhores
modos de ligacao dos novos compostos derivados de BIO-5192 (1592, 2363 e 973) seguindo
critérios de sobreposi¢cdo de grupamentos quimicos em comparagdo com o composto-lider e
de interacao carboxilato-ion MIDAS (Figura 12). Os valores da fun¢do de pontuagdo do Vina
para os modos de ligacao selecionados foram: 1592 = -7,9 kcal/mol; 2363 = -8,9 kcal/mol e

973 = -8,4 kcal/mol.

Figura 12 — Modos de ligacdo dos ligantes 1592 (azul), 2363 (vermelho) e 973 (preto) em
VLA-4, em comparacao com o lider BIO-5192 (amarelo). As esferas vermelhas representam
os fons divalentes presentes na cadeia B da integrina. As cadeias a e B de VLA-4 estdo

representadas em verde e azul, respectivamente. As imagens foram geradas no programa
PyMOL.

Fonte: O autor.

Analisando esses modos de ligacdo, podemos identificar que os novos compostos

apresentaram boa sobreposicao dos seus radicais quimicos em comparagao a BIO-5192, além
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de mostrarem estrita interagdo do COO™ com o ion MIDAS na integrina, mantendo a média de
2,5 A de distancia (Figura 13). O ligante 1592, em azul, apresentou forte correlagdo dos
radicais R1 (anel da prolina - pirrolidina), na parte superior do sitio de interagdo, que € o
mesmo de BIO-5192, e R2 (hexilamina), na parte inferior do bolsdo, confirmando a
sobreposi¢do do docking. Outra constatacdo ¢ a de que nos modos de ligacdo preditos, os
compostos peptideomiméticos adotam a forma esticada de “S” reverso, abrangendo a
interface entre as subunidades a4 e B1.

A figura abaixo revela os padrdes das interagdes conservadas entre os derivados
de BIO-5192 e VLA-4 (Figura 13). Os resultados sugerem a manuten¢do do nucleo de
interagdo carboxilato e ion MIDAS, além da ligagdo de hidrogénio da SER 449 com o
oxigénio carboxilato dos ligantes. Na por¢ao R2, onde os novos substituintes quimicos foram
adicionados, percebemos a presenca de aminoéacidos apolares, como Tyr187 e Trp188 (esferas
verdes — Figura 13) sugerindo as intera¢des hidrofobicas centradas na parte inferior do sitio de

ligacdo na integrina.

Figura 13 — Diagrama de interagdes resultantes do docking
molecular dos ligantes 1592, 2363 ¢ 973 em VLA-4. Figura
produzida no Maestro 11.8, com raio de corte de 4 A
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Os resultados da validacao do docking sugerem um bom desempenho do método
em separar os compostos ativos dos decoys, em um banco de ligantes de VLA-4 extraido da
base de dados Chembl, através do parametro AUC = 0,93 (Figura 14a). Isto ¢, o método ¢
capaz de ranquear as moléculas com os melhores scores do Vina nas primeiras posigdes. Além
disso, os valores de EF = 12,55 ¢ EF = 3,93 mostram a capacidade do método de classificar
antecipadamente os compostos ativos quando porcentagens de 1% e 20% de moléculas
inativas sao encontradas, respectivamente, no banco de dados. Podemos observar também que
as poses das moléculas melhor classificadas mantiveram a interagdo da ponte salina entre o
oxigénio carboxilato e o ion MIDAS Mg?', e todos os ligantes permaneceram em uma

conformacao esticada dentro do sitio de ligagao (Figura 14b).

Figura 14 — a) Curva ROC do protocolo de docking e os parametros
calculados AUC e Fator de Enriquecimento para os primeiros 1% e 20%
da base de dados de ligantes de VLA-4. b) Modos de ligacdo dos
compostos mais bem classificados selecionados no banco de dados
Chembl. Os circulos tracejados indicam o grupo carboxilato das
moléculas e a esfera vermelha corresponde ao fon MIDAS Mg** na
cadeia beta da integrina (superficie ciano). A imagem foi produzida

usando o PyMOL
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b)

Fonte: O autor.

A tabela abaixo mostra alguns parametros calculados dos 10 compostos mais bem
ranqueados pelo Vina, utilizados no protocolo de valida¢do do docking. Como podemos
constatar, entre 10 moléculas nas primeiras posi¢oes, apenas 2 decoys foram incluidos pelo
calculo do Vina. Logo, pela sobreposicdo dos modos de ligacao (Figura 14b) e pelos dados da

Tabela 2, concluimos que o protocolo de docking aplicado neste trabalho est4 validado.

Tabela 2 — Avaliacdo dos dez ligantes de VLA-4 melhor classificados de
acordo com o Vina score e as atividades medidas pelos valores
correspondentes de IC50 (Meia Concentragdo Inibitoria Mdaxima). As
informacdes da atividade foram retiradas do banco de dados Chembl
Posicao Vina Score Referéncia IC50 (nM) Atividade
(kcal/mol) Chembl

1 -10.2 1940754 4.7 Ativo
2 -10.2 285374 11 Ativo
3 -9.9 2391499 430 Decoy
4 -9.9 1940758 43 Ativo
5 -9.9 2391310 760 Decoy
6 -9.9 280746 3 Ativo
7 -9.9 567180 8.5 Ativo
8 -9.8 572802 32 Ativo
9 -9.8 569302 0.2 Ativo
10 -9.8 566091 2.7 Ativo

Fonte: O autor.

5.2 Analises das simula¢does de BIO-5192 e seus derivados em VLA-4

Aplicamos a ferramenta de DM para estudar a estabilidade dos complexos
integrina-ligante e se suas interacdes foram mantidas ao longo do tempo. Escolhemos o
composto lider BIO-5192 e trés novos ligantes derivados promissores, 1592, 2363 e 973, para
analisarmos as simulag¢oes.

Em relacdo ao RMSD dos atomos pesados dos ligantes analisados (Figura 15a),
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estimativa que mede o quanto as estruturas das moléculas se desviaram dos modos de ligacao
iniciais do docking, notamos que, para as trés réplicas de 500 ns cada, a média do RMSD
permaneceu proxima de 0,5 nm para o BIO-5192 e para a molécula 1592, indicando
estabilidade para os sistemas. Para este ultimo composto, inclusive, notamos somente que a
segunda replicata extrapolou as demais, apresentando valores de RMSD maiores € com mais
flutuagdes (Figura 15b). Entretanto, o ligante 973 apresentou um deslocamento significativo
do sitio de intera¢dao na integrina ao longo das simulagdes, com uma média superior a 1 nm
contando com o desvio-padrao, indicando que a molécula ocupou outros espagos no bolsao da
proteina. Podemos perceber, na Figura 15¢, que, nas 3 réplicas, o ligante 973 ndo apresentou
estabilidade estrutural, mostrando um pico no RMSD na segunda réplica, proximo a 400 ns de

simulacao.

Figura 15 — a) Interpolacdo linear dos dados de RMSD dos atomos
pesados em trés réplicas de 500 ns, para cada um dos ligantes: 1592
(preto) (Média = 0,4916 nm ¢ DP = 0,1819 nm); 2363 (vermelho) (Média
=0,6826 nm e DP = 0,1332 nm); 973 (azul) (Média = 0,9845 nm e DP =
0,3165 nm) e BIO-5192 (verde) (Média = 0,5416 nm e DP = 0,1364 nm).
b) Dados de RMSD dos 4tomos pesados do ligante 973, para 500 ns de
simulacdo, conforme réplicas indicadas em preto (Réplica 1), vermelho
(Réplica 2) e azul (Réplica 3). Graficos produzidos no programa
GraphPad Prism 8.0.2. DP = Desvio-Padrao
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Fonte: O autor.

Ao monitorar a interacdo entre o ion MIDAS Mg?" em VLA-4 e o carboxilato de
cada ligante (Figura 16a), podemos observar a preservacdo desse reconhecimento critico ao
longo do tempo para BIO-5192 e seus derivados 1592 e 2363 com uma distancia média de
aproximadamente 0,25 nm, reforcando a relevancia da ponte salina no reconhecimento
molecular envolvendo integrinas. No caso do 1592, ha uma manuten¢do da interagdo formada
em todas as réplicas analisadas, durante todo o tempo de simulagdo (Figura 16b). No entanto,
para o ligante 973, a interagdo foi perdida (Figura 16c), assim como indicado nos valores
elevados de RMSD, reforgando a hipotese de que esse composto prefira ocupar outras regides

no sitio de ligagao de VLA-4, diminuindo assim sua afinidade com o receptor.
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Figura 16 — a) Interpolacdo linear de dados da distancia entre o oxigénio
carboxilato e a integrina VLA-4 em trés réplicas de 500 ns, para cada um
dos ligantes: 1592 (preto) (Média = 0,2177 nm e DP = 0,1002 nm); 2363
(vermelho) (Média = 0,1898 nm ¢ DP = 0,0058 nm); 973 (azul) (Média =
1,5739 nm e DP = 0,4118 nm) e BIO-5192 (verde) (Média = 0,1986 nm e
DP = 0,0062 nm). b) Distancias entre o oxigénio carboxilato do ligante
973 e o ion MIDAS Mg?" de VLA-4, ao longo de 500 ns de simulacio,
conforme as réplicas indicadas em preto (Réplica 1), azul (Réplica 2) e
vermelho (Réplica 3). Graficos produzidos no programa GraphPad Prism
8.0.2. DP = Desvio-Padrao
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Distancia entre COO™ e MIDAS Mg2+ - Ligante 973 e VLA-4

¢)

Fonte: O autor.
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Ainda no intuito de avaliarmos as interagdes ¢ o comportamento dos ligantes no

sitio de VLA-4, estudamos a quantidade de ligagdes de hidrogénio realizadas ao longo das

simulagdes para os complexos analisados (Figura 17).

Figura 17 — Interpolacdo linear de dados do numero de ligagdes de
hidrogénio em trés réplicas de 500 ns, para cada um dos ligantes: 1592
(preto) (Média = 3,2664 e DP = 1,570); 2363 (vermelho) (Média =
2,6382 e DP = 1,634); 973 (azul) (Média = 1,5256 e DP = 1,225) e BIO-
5192 (verde) (Média = 1,6412 e DP = 1,124). Graficos produzidos no

programa GraphPad Prism 8.0.2. DP = Desvio-Padrao

Fonte: O autor.
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Percebemos que os ligantes 1592 e 2363 despontam como aqueles que fazem um
maior numero de ligagcdes de hidrogénio com o receptor VLA-4, até mesmo em comparacao
com o lider BIO-5192. J4 a molécula 973 aparece em nivel de igualdade com o composto-
lider, assumindo o desvio-padrao.

As ligagdes de hidrogénio sdo interagdes quimicas importantes que ocorrem entre
grupos doadores e aceptores de hidrogénio em moléculas diferentes. Em muitos casos, as
ligagdes de hidrogénio sdao responsaveis pela especificidade e afinidade de uma interagao
ligante-proteina, uma vez que a formagao dessas ligagdes pode favorecer uma conformagao
especifica do ligante ou da proteina. Além disso, as ligacdes de hidrogénio sdo relativamente
fortes em comparagdo com outras interagdes ndo covalentes, como hidrofobicas ou de van der
Waals, o que pode contribuir para a estabilidade do reconhecimento ligante-proteina. Portanto,
quanto mais ligacdes de hidrogénio um composto faz com sua proteina receptora, maior a
probabilidade de uma interagdo forte e especifica entre eles.

Ainda com o proposito de avaliarmos o quanto cada ligante interfere na estrutura
do receptor, além de analisarmos as interagdes existentes entre alvo-ligante, um parametro
frequentemente avaliado ¢ a Area de Superficie Acessivel ao Solvente (SASA). Trata-se de
uma medida da area de superficie exposta a dgua de uma molécula de proteina, que pode

fornecer informagdes valiosas sobre a relacao proteina-ligante (Figura 18).

Figura 18 — Interpolagdo linear de dados da area de superficie acessivel
ao solvente em trés réplicas de 500 ns, para cada um dos ligantes: 1592
(preto) (Média = 9,2094 nm? e DP = 0,4821 nm?); 2363 (vermelho)
(Média = 9,2973 nm? e DP = 0,4417 nm?); 973 (azul) (Média = 9,5556
nm? e DP = 0,7847 nm?) e BIO-5192 (verde) (Média = 11,0479 nm? e DP
= 0,3768 nm?). Graficos produzidos no programa GraphPad Prism 8.0.2.
DP = Desvio-Padrao
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Area de Superficie Acessivel ao Solvente (SASA)
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Fonte: O autor.

Uma 4area superficial maior, logo mais exposi¢do de residuos ao solvente, pode
levar a um reconhecimento mais fraco, pois pode reduzir o nimero de interagdes favoraveis
entre proteina e ligante. Por outro lado, valores de SASA menores podem levar a uma
seletividade maior, pois pode acontecer a restricdo da entrada de ligantes alternativos (EYAL
et al., 2004).

Podemos observar que o complexo com o ligante BIO-5192 apresenta, em média,
uma SASA maior ao longo do tempo de simulagdo. Os outros complexos mostram valores de
SASA proximos e menores que os do composto-lider, sem grandes variagdes, apesar de
alguns picos apresentados pelo complexo com a molécula 973 (Figura 18b).

Além disso, a SASA também pode ser usada para avaliar a mudanga
conformacional da proteina apds a interagdo do ligante. Na Figura 18, por exemplo,
observamos que os derivados de BIO-5192 causaram mudangas nos valores de SASA em
comparagao ao lider e, logo, hipotetizamos alteragdes na estrutura de VLA-4 nesse fendmeno.

Desse modo, a partir dos topicos seguintes estudaremos essas modificagdes.

5.3 Analises conformacionais de VLA-4 a partir das simulacées de DM

Analisaremos como os ligantes podem interferir na estrutura de VLA-4, a partir
das simulagdes realizadas. Na figura abaixo, detalhamos o RMSF e o RMSD (backbone) da
proteina em todos os sistemas estudados. Esses parametros nos informam a respeito da
flexibilidade de movimento de residuos individuais na estrutura proteica e do grau de desvio

da proteina em comparagdo com o modelo inicial, antes das simulagdes, respectivamente.
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Figura 19 — a) RMSF (do inglés, Root Mean Square Fluctuation) e b)
RMSD (do inglés, Root Mean Square Deviation) do backbone de VLA-4
para cada sistema estudado. Os circulos indicam a regido do sitio de
ligacdo em VLA-4. Graficos produzidos no programa GraphPad Prism
8.0.2
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Fonte: O autor.

Neste caso, recortamos uma réplica representativa de cada sistema para as analises.
Podemos concluir que as regides onde ha maior flutuagdo de residuos sdo onde ha a presenca
de algas (ou /oops) na proteina, o que ¢ comum de acontecer, devido a maior flexibilidade de
movimento dessas estruturas. Nos residuos envolvidos no sitio de ligacao de VLA-4, notamos
uma baixa flutuacdo, o que denota que essa regido crucial do receptor se mantém de forma
mais rigida ao longo das simulagdes (Figura 19a). Podemos notar também que, para todos os
sistemas analisados, 0 RMSD de VLA-4 se mantém em uma certa estabilidade, variando, em

média, de 1,5 A a 2 A. Isto ¢, a estrutura proteica simulada nio se diferenciou tanto daquela
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inicial, mesmo quando da interagdo do receptor com diferentes ligantes.

E com o intuito de estudarmos os modos de movimento de VLA-4 para cada
sistema analisado, implementamos calculos de Anélises de Componentes Principais (PCA)
(Figura 20) nas simulagdes de DM. Para o estudo, foram incluidos apenas os residuos que
estivessem a 8 A do ion MIDAS da proteina, ou seja, aqueles envolvidos no sitio de ligagio.
Além disso, foi utilizado somente o backbone de VLA-4, isto é, aminoacidos da cadeia

principal (C, Ca, N, O), a fim de diminuir o custo computacional da operagao.

Figura 20 — Analise de Componentes Principais (PCA) das 3 réplicas das
simulagdes para cada sistema estudado de VLA-4 na forma apo e com os
ligantes. Grafico produzido no programa Xmgrace

Forma apo de VL.A-4
Sistema com 1592
40— Sistema com 2363 —

Sistema com 973

Sistema com BIO-5191

Fonte: O autor.

Como podemos observar na Figura 20, hd a sobreposicdo de pontos para os
sistemas de VLA-4 com os ligantes 2363, 973 e o lider BIO-5192. Ja para os outros
complexos, temos o aparecimento de um conjunto de pontos em posic¢des distintas do grafico
(ligantes 1592 e forma apo de VLA-4).

Os célculos de PCA sao tteis para identificarmos modos de movimento em uma
estrutura proteica, além de avaliarmos a formacao de conformagdes alternativas, elucidando o
conhecimento a respeito de como os movimentos proteicos podem afetar sua fungdo (PALMA;

PIERDOMINICI-SOTTILE, 2023). Os nossos dados indicam que o complexo de VLA-4 com
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o composto 1592 (pontos pretos) mostrou um comportamento diferente daquele observado
aos outros sistemas, incluindo a forma apo do receptor (pontos vermelhos). Isto €, o ligante
1592 afetou de modo diferencial a regido do sitio de ligacao da proteina, causando alteragdes
unicas em sua estrutura, em relagao aos demais complexos estudados.

Tais andlises vém sendo implementadas na comunidade cientifica no estudo de
proteinas e ligantes, como no nosso caso. No estudo de Bruder e colaboradores (BRUDER;
POLO; TRIVELLA, 2020), os pesquisadores analisaram a acdo de moduladores naturais
alostéricos (alloNPs) no mecanismo conformacional de seus alvos bioldgicos, a partir de
dados de PCA.

Nesse sentido, como houve uma diferenciagdo da regido de pontos no grafico do
sistema com o ligante 1592, resolvemos analisar, isoladamente, as simulag¢des dos sistemas
com 1592, BIO-5192 e a forma apo de VLA-4. Os dados foram coletados a partir de residuos
situados no sitio de interagdo do receptor (Figura 21a) e contando todos os residuos da

proteina (Figura 21b).

Figura 21 — Analise de Componentes Principais (PCA) das 3 réplicas das
simulagdes para cada sistema estudado de VLA-4 na forma apo e com os
ligantes 1592 e BIO-5192 — a) Residuos do sitio de ligagdo de VLA-4 e b)
Todos os residuos de VLA-4. Gréfico produzido no programa GraphPad
Prism 8.0.2
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PCA - Ligante 1592, ligante BIO-5192 e forma apo de VLA-4 (todos os residuos): 3
replicatas de 500 ns

100+ >
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Fonte: O autor.

Percebemos, a partir da Figura 21la, que hd uma concentracdo de pontos
vermelhos (BIO-5192) e azuis (VLA-4 apo) se sobrepondo no centro do grafico. Ja para o
sistema em preto (1592), alguns pontos divergem e se localizam no primeiro quadrante do
grafico. Tais pontos representam, em sua maioria, as simulacdes da segunda réplica do
sistema com o ligante 1592. Enquanto na Figura 21b, ha uma concentragdo de pontos para os
3 sistemas estudados na regido central do grafico, indicando ndo haver grandes diferengas
conformacionais nos sistemas analisados, a partir dos dados coletados de todos os residuos
proteicos.

Portanto, o complexo com o composto 1592 se diferenciou dos demais, isto &,
houve o aparecimento de modos de movimento no sitio de ligacdo de VLA-4 distintos, a

partir da interacdo dessa molécula, que se sobressairam no grafico de PCA.

5.4 Analises de calculos de energia livre de ligacao para os complexos de BIO-5192 e seus

derivados em VLA-4

Os dados apresentados a seguir dizem respeito as decomposicdes energéticas dos
calculos de MM/PBSA dos sistemas estudados de VLA-4 (estrutura da “cabeca’) complexada
aos ligantes BIO-5192 e seus derivados. Para tanto, foram considerados apenas os ultimos
250 ns de simulagdo perfazendo, ao todo, 40 frames analisados de uma réplica representativa

das 3 totais para cada sistema (Figura 22).
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Figura 22 — Decomposi¢des energéticas a partir de calculos por
MM/PBSA dos sistemas com VLA-4 complexada aos ligantes a) BIO-
5192; b) 1592; c¢) 2363; d) 973. Gréaficos produzidos no programa

GraphPad Prism 8.0.2
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Fonte: O autor.

A tabela abaixo mostra os valores finais de AGiiggio calculados a partir das

contribuicdes de cada potencial energético, como mostrado na Figura 22.

Tabela 3 — Valores finais de AGiiggao para os complexos de VLA-4 e os ligantes
estudados, a partir dos célculos por MM/PBSA de uma réplica de simulagdo

Ligante AGiigacio final
BIO-5192 -123.062 +/- 18.907  kJ/mol
1592 -146.849 +/- 5.249  kJ/mol
2363 -80.018 +/- 22.015  kJ/mol
973 -109.854 +/- 3.520  kJ/mol

Fonte: O autor.
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Analisando os resultados, concluimos que o ligante que apresentou maior
afinidade a VLA-4 foi o 1592, com um valor de energia final menor que o composto-lider do
qual foi derivado. Além disso, o sistema com 1592 mostrou um resultado baixo de desvio-
padrao, ou seja, para os frames analisados, os potenciais calculados sofreram poucas
flutuacdes nos seus resultados, demonstrando uma estabilidade do complexo ao longo da
simulagao.

Em contrapartida, os sistemas com os ligantes 2363 e 973 apresentaram o0s
maiores valores de AGiigagio demonstrando menores afinidades a VLA-4. O complexo com
2363, inclusive, demonstrou bruscas variagdes dos potenciais energéticos calculados a partir
de um valor alto de desvio-padrdo. E importante notar que, em alguns frames, o potencial AG
foi positivo, o que denota uma baixa afinidade da pequena molécula a seu alvo.

A Figura 23 abaixo mostra a andlise estatistica de 3 potenciais (AG, Coulomb e
van der Waals) para cada sistema de VLA-4 complexada aos ligantes estudados, nos céalculos

de MM/PBSA a partir dos tltimos 250 ns de simulacdo das 3 réplicas de cada sistema.

Figura 23 — Interpolacdo linear de dados dos potenciais: a) AG (BIO-
5192 — Média = -64,85 kJ/mol e DP = 142,10 kJ/mol; 1592 — Média = -
117,02 kJ/mol e DP = 41,14 kJ/mol; 2363 — Média = -70,37 kJ/mol e DP
= 155,10 kJ/mol; 973 — Média = -86,94 kJ/mol e DP = 38,15 kJ/mol) ; b)
Coulomb (BIO-5192 — Média = -460,25 kJ/mol ¢ DP = 76,95 kJ/mol;
1592 — Média = -306,28 kJ/mol e DP = 87,17 kJ/mol; 2363 — Média = -
1170,48 kJ/mol e DP = 419,5 kJ/mol; 973 — Média = -106,99 kJ/mol ¢
DP = 67,15 kl/mol; c) van der Waals (BIO-5192 — Média = -269,26
kJ/mol e DP = 19,83 kJ/mol; 1592 — Média = -194,87 kJ/mol ¢ DP =
29,59 klJ/mol; 2363 — Média = -134,85 kJ/mol e DP = 24,77 kJ/mol; 973
— Média = -173,77 kJ/mol e DP = 56,73 kJ/mol) para os calculos de
MM/PBSA dos tltimos 250 ns de simulagdo de 3 réplicas dos sistemas
formados por VLA-4 e os ligantes estudados neste trabalho. Graficos
produzidos no programa GraphPad Prism 8.0.2. DP = Desvio-padrao
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MM/PBSA - Analise da Energia de van der Waals
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Fonte: O autor.

Para o potencial AG, o ligante 1592 apresentou, em média, um menor valor, isto €,
foi o composto que mostrou maior afinidade a VLA-4, em comparagdo aos demais, até
mesmo melhor que seu lider BIO-5192. Por outro lado, analisando a energia de Coulomb, que
calcula o potencial eletrostatico do sistema, notamos que o ligante 2363 se sobressaiu em
relagdo aos outros. Para todos os ligantes, o potencial eletrostatico foi negativo, o que denota
uma forga atrativa entre receptor e ligante. Logo, tal composto apresentou uma contribui¢ao
maior na interacdo entre cargas elétricas, quando do reconhecimento com VLA-4. J4 para o
quesito potencial de van der Waals, que nos dd a ideia da soma de interacdes fracas entre
ligante e seu alvo, concluimos que o composto-lider BIO-5192 mostrou uma maior
contribui¢do energética nesse aspecto.

Diante de todos os aspectos que foram discutidos, o ligante 1592 aparece como
uma molécula promissora a ser avaliada como potencial inibidor da integrina 0431 em futuros

ensaios in vitro € in vivo.

kksk

As pequenas moléculas que se ligam seletivamente a integrina o4pl foram

projetadas com base nas sequéncias de reconhecimento minimo com as proteinas da matriz
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extracelular. Em particular, o tripeptideo LDV (Leu-Asp-Val) que foi reconhecido como a
sequéncia de ligacdo encontrada na regido CS1 (do inglés, alternatively spliced Connecting
Segment) da fibronectina (KOMORIYA et al., 1991) ¢ homologo e bastante isostérico ao
fragmento IDS (Ile-Asp-Ser), presente no local de ligacdo do VCAM-1 com VLA-4.

Devido a falta de estruturas cristalograficas de complexos ligante-receptor
(JONES et al., 1995), as sugestdes sobre as caracteristicas tridimensionais necessarias que
podem garantir uma afinidade ideal foram deduzidas apenas pela combina¢ao de modelos por
homologia deduzidos pelo modelo de integrinas 2 (CD11A/CD11B) (YOU et al., 2002) e
estudos QSAR em uma pequena biblioteca de ligantes que mimetizam LDV (AMIN et al.,
2018; HUTT; SAUBERN; WINKLER, 2011; SINGH et al., 2002)Os estudos de dinadmica
molecular e docking de receptores e ligantes, aliados a outras técnicas computacionais,
realizados por nosso grupo (SILVA et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2022) tentam lancar
luz sobre aspectos atdmico-moleculares do reconhecimento integrina-ligante. Alguns
trabalhos completos e detalhadas sobre os ligantes sintéticos de o4pl ja foram relatados
(HURYN et al., 2005; JACKSON, 2002), mas falta uma cole¢ao de resultados mais recentes
no projeto e sintese desses compostos bioativos.

Neste trabalho, estudamos compostos peptideomiméticos derivados da potente
molécula BIO-5192 que ¢ uma quimera entre dipeptideos de prolina arilsulfonamida e
compostos substituidos por PUPA. Algumas modificacdes quimicas ja foram reportadas na
literatura, a fim de maximizar o desempenho desses compostos e diminuir problemas de
ordem farmacocinética e de biodisponibilidade oral (HAGMANN et al., 2001).

Por exemplo, ao substituir o anel da prolina por uma 3-alquil-isoxazolina-5-
carboxamida, foram obtidos ligantes com atividade nanomolar e estabilidade em microssomas
(SONTI et al., 2013). O composto firategrast, desenvolvido pela companhia GSK, pertencente a
mesma classe de compostos, alcancou fase II de ensaios para esclerose multipla e ¢
atualmente estudado como um facilitador no transplante de células hematopoiéticas “in utero”,
uma abordagem pioneira para o tratamento de doengas fetais criticas (KIM et al., 2016).

No caso especifico deste trabalho, os novos ligantes foram desenvolvidos
mantendo o anel da prolina (R1 — Figura 8) e modificando a regido da cadeia bifenil (R2 —
Figura 8) de BIO-5192. De forma analoga ao que foi estudado, o composto TR14035
(SIRCAR et al., 2002), ¢ uma benzamida substituida por dicloro da estrutura de bifenilalanina.
Essa molécula apresentou IC50 nanomolar, mas atuou como um ligante duplo, sendo ativo
tanto nas integrinas o4p1 quanto nas integrinas a4P7. De qualquer forma, representou o

principal composto para o desenvolvimento de derivados refinados, como o AJM-300, onde a
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cadeia bifenil foi substituida por uma fenil-pirimidindiona. Este composto estd atualmente na

fase clinica III para colite ulcerativa (SUGIURA et al., 2013).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO — PARTE 11

6.1 Analises do protocolo de Virtual Screening (VS) no reposicionamento de farmacos na

integrina a4p1

Como mencionado anteriormente (vidle METODOLOGIA - PARTE 1I),
realizamos o método de reposicionamento de farmacos, aplicando um protocolo de VS tendo
como alvo VLA-4. Foram 2102 compostos aprovados pela FDA extraidos do banco de dados

“fda” do ZINC. Os resultados obtidos a partir do procedimento realizado sdo mostrados

abaixo (Tabela 4).

Tabela 4 — Os dez farmacos com as menores energias calculadas no docking dos
compostos do banco “fda” do Zinc em VLA-4, por ordem decrescente do Vina Score

Nome do Farmaco Nome VINA Score Doencga Tratada Administragdo
Comercial  (kcal/mol)
Imatinib Gleevec, -9,9 Leucemia Oral
Glivec Mieloide Cronica
(LMC)
Rifaximina Xifaxan, -9.9 Doengas do trato Oral
Zaxine gastrointestinal
Simeprevir - -9,9 Hepatite C Oral
Nilotinib Tasigna -9,8 LMC Oral
Midostaurina Rydapt -9,7 Leucemia Oral
Mieloide Aguda
(LMA)
Saquinavir Invirase -9,7 AIDS/HIV Oral
Lumacaftor Orkambi 9,6 Fibrose cistica Oral
Ergotamina Cafergot, -9,5 Enxaqueca e Sublingual/Oral
Ergomar, cefaleia
Migergot
Pazopanib Votrient -9,5 Cancer renal Oral
Conivaptan Vaprisol -9,5 Hiponatremia Intravenoso

Fonte: Drugbank.

Na tabela acima, percebemos que hd uma variedade de farmacos com éreas de
atuacgdo distintas, com energias de ligagdo em VLA-4 calculadas proximas a -10 kcal/mol.
Desse modo, analisamos, portanto, as interagcdes que alguns desses compostos fazem quando

no sitio do receptor (Figura 24).



0o

Figura 24 — Diagrama de interacdes de 5 compostos mais bem

posicionados no docking do banco “fda” do ZINC em VLA-4. Figuras

produzidas no programa Maestro 11.8, com um raio de corte de 4 A
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Fonte: O autor. A legenda da primeira figura (Imatinib) ¢ a mesma para todas as outras desse diagrama.

Concluimos que para os farmacos imatinib e rifaximina, hd a presenga de

aminoacidos apolares (linha verde) interagindo com as moléculas, que sdo policiclicas. Ja

para o simeprevir, observamos trés interagdes explicitas. Todas sdo ligagdes de hidrogénio. A

Ser449 com um oxigénio de um grupo éter; a Glyl59 com um oxigénio de um grupamento

amida e a Phel59 com oxigénio de um ciclopropano sulfinato. E interessante notar que a

estrutura do didxido sulftrico presente neste tltimo radical quimico ¢ comum, inclusive, para

o composto-lider BIO-5192 e seus derivados mostrados neste trabalho. Os farmacos

saquinavir e lumacaftor também realizam multiplas ligacdes de hidrogénio com o alvo. Este

interage com VLA-4 a partir de ligagdes de hidrogénio onde o carboxilato estd envolvido com

os residuos Asn539 e Tyr448. Ja aquele esta participando de interagdes de grupos NH com

Leu540 e Ser542.
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Assim, esses fdrmacos mostrados contém radicais quimicos compativeis com
moléculas antagonistas da integrina a4f1, mostrando um certo padrdo atomico-molecular do

reconhecimento integrina-ligante.

6.2 Analises da valida¢do do Virtual Screening (VS) no reposicionamento de farmacos na

integrina o4p1

Como mostrado na Figura 10, montamos um esquema de controles para
validarmos nosso VS, no processo de reposicionamento de farmacos para a integrina VLA-4.
A seguir, sdo apresentados os resultados do docking do banco de 185 moléculas com 80% de

similaridade ao composto-lider BIO-5192 em VLA-4 (Tabelas 5 ¢ 6).

Tabela 5 — As dez moléculas com as menores energias calculadas no
docking dos compostos com 80% de similaridade a BIO-5192 em VLA-4,
por ordem decrescente do Vina Score

Vina Nome Alvo IC50 (nM) Atividade
Score CHEMBL
(kcal/mol)
-10 330687 VLA-4 0,1 Ativo
-9,3 91061 VLA-4 0,15 Ativo
9,3 328890 VLA-4 0,38 Ativo
-9,3 432215 VLA-4 0,63¢0,65 Ativo
9,1 507665 a4 0,09e¢e04  Ativo
9,1 91775 VLA-4 0,23 Ativo
9,1 40295 VLA-4 e 045 Ativo
adp7
9,1 30192 VLA-4 0,46 Ativo
-9 312458 VLA-4 196 Decoy
-9 254336 a4 28 Ativo

Fonte: O autor.
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Tabela 6 — As dez moléculas com as maiores energias calculadas no docking
dos compostos com 80% de similaridade a BIO-5192 em VLA-4, por ordem
decrescente do Vina Score

VINA Nome Alvo IC50 (nM) Atividade

Score CHEMBL

(kcal/mol)

-6,6 357871 Metalopeptidase 380 Decoy
humana

-6,6 3742218 Legumaina 593 Decoy
humana

-6,6 93912 VLA-4 45 Ativo

-6,5 3741126 Legumaina 282 Decoy
humana

-6,5 3261747 Histona >100000 Decoy
desacetilase
humana

-6,4 3742323 Legumaina 10000 Decoy
humana

-6,3 3485748 GMP-AMP - Inespecifico
Sintase

-6,3 147629 Colagenase 0,8a2920 Inespecifico
humana

-6,1 2088997 Fator Letal 10000 Decoy
(Bacillus
anthracis)

-6,1 3483927 tRNA sintetase - Inespecifico
(Leishmania)

Fonte: O autor.

Como podemos notar nas tabelas supracitadas, nosso protocolo de VS foi capaz de
ranquear, nas primeiras posi¢des, compostos ativos a VLA-4 em sua maioria, deixando os
inativos (decoys) nas ultimas colocacdes. Os modos de ligacdo (primeira pose de cada ligante)
dessas moléculas no sitio de VLA-4 também foram analisados e sdo mostrados abaixo (Figura

25).
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Figura 25 — Modos de ligagdo dos melhores (a) e dos piores (b)
compostos com 80% de similaridade a BIO-5192 em VLA-4. Os circulos
indicam sobreposicdo de radicais quimicos. Figuras produzidas no
programa PyMOL.

:

L
b) s

Fonte: O autor.

Nossos resultados indicam que, para os compostos mais bem posicionados no VS
(Figura 25a), ha uma sobreposicdo de radicais semelhantes para os modos de ligagdo

. . . . ~ , 2+
estudados, inclusive com os grupamentos carboxilatos apontando em dire¢do ao ion Mg
MIDAS. Isso ndo acontece para as moléculas com pontuagdes piores no docking (maiores
energias calculadas — Figura 25b), onde ndo ha quase nenhuma sobreposi¢ao de radicais,

indicando baixo potencial de encaixe no sitio de ligagcao do receptor.
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As interagdes de alguns dos compostos mais bem ranqueados com VLA-4 sdo

mostradas abaixo (Figura 26).

Figura 26 — Diagrama de interagdes de 3 compostos mais bem
posicionados no docking das moléculas com 80% de similaridade a BIO-

5192 em VLA-4. Figuras produzidas no programa Maestro 11.8, com um
raio de corte de 4 A
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Fonte: O autor.

Analisando as interacdes, concluimos, para os dois primeiros compostos da figura,
a Tyrl87, um aminoacido aromatico, participando de uma interacdo m-stacking com o
grupamento 1,3-diclorobenzeno. No ultimo composto (CHEMBL 93912), ha a presenga de
aminodcidos polares (linha azul claro) e com carga negativa (linha vermelha) envolvendo o
grupo fenilbenzeno, enquanto o 1,3-diclorobenzeno esta exposto ao solvente.

Para validarmos todo esse método de VS aplicado ao banco de moléculas com
80% de similaridade estrutural a BIO-5192, plotamos a curva ROC do processo, assim como

os calculos de AUC e Fatores de Enriquecimento (Figura 27).
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Figura 27 — Curva ROC do protocolo de docking com o banco de
moléculas com 80% de similaridade estrutural a BIO-5192 e os
parametros calculados AUC e Fator de Enriquecimento para 1% e 20%
de compostos inativos encontrados
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Fonte: O autor.

Como observamos, a curva ROC produziu uma area sob a curva (AUC) de quase
80%, o que significa que nosso protocolo de docking esta devidamente validado. Isto €, o VS
aplicado foi capaz de posicionar os ligantes verdadeiros positivos (ativos) nas primeiras
colocagdes do docking (menores energias de ligacao calculadas) e que ha uma probabilidade
de quase 80% de que um composto ativo receba um escore melhor que um composto inativo.
Além disso, os Fatores de Enriquecimento preditos mostram que, em torno de 5 e 3
compostos ativos sdo encontrados pelo protocolo aplicado, quando da presenca de 1% e 20%,
respectivamente, de moléculas inativas. Tais métricas sdo amplamente usadas nas estimativas
de erros em acertos em protocolos de VS e na selecdo e otimizacdo de compostos-lider
(MCGANN; NICHOLLS; ENYEDY, 2015).

Quanto ao outro esquema de controle que aplicamos neste trabalho (Figura 10), ja
analisamos o resultado do VS para o banco de 500 moléculas que interagem com VLA-4,

como mostrado na Figura 14 e Tabela 2. Abaixo, sdo apresentados os dados dos piores

ligantes classificados pelo protocolo aplicado (Tabela 7).
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Tabela 7 — As dez moléculas com as maiores energias calculadas no docking dos
compostos que tem como alvo VLA-4, por ordem decrescente do Vina Score

VINA Nome IC50 (nM) Atividade
Score CHEMBL

(kcal/mol)

-6,1 3289604 - -

-6,2 163622 3800 Decoy
-6,3 163868 112 Decoy
-6,4 324503 250000 Decoy
-6,4 435647 60 Ativo
-6,5 368331 360 Decoy
-6,5 2408069 12 Ativo
-6,5 378238 500 Decoy
-6,5 331602 50000 Decoy
-6,6 366857 310 Decoy

Fonte: O autor.

Notamos, na tabela acima, a presen¢a, em sua maioria, de ligantes inativos/decoys,
o que era de se esperar que o protocolo de docking fizesse para as ultimas colocagdes. Desse
modo, os modos de ligacdo desses compostos no sitio de VLA-4 sdo mostrados abaixo

(Figura 28).

Figura 28 - Modos de ligagdo de alguns dos piores compostos do banco
de moléculas que se ligam a VLA-4. A superficie eletrostatica da proteina
¢ mostrada, indicando regides avermelhadas como sendo mais
eletronegativas e regides azuladas como sendo mais eletropositivas. A cor
branca revela neutralidade de cargas. Figura produzida no programa

Fonte: O autor.
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Percebemos os ligantes encaixados no sitio de ligacdo de VLA-4, o qual ¢
bastante eletronegativo, de uma maneira que ndo ¢ a usual para moléculas ativas ao receptor.
Ou seja, nao ha a adogdo da forma esticada de “S” reverso, abrangendo a interface entre as
subunidades a4 e PB1. Os compostos se aglomeram no sitio de uma maneira cadtica e
desordenada, sem sobreposi¢des claras de radicais quimicos semelhantes.

Por fim, detalhamos as interacdes conservadas de algumas das melhores

moléculas ranqueadas no protocolo de VS dos compostos que tém VLA-4 como alvo (Figura

29).

Figura 29 — Diagrama de interagdes de 3 compostos mais bem posicionados no
docking do banco de moléculas que possuem como alvo VLA-4. Figuras produzidas
no programa Maestro 11.8, com um raio de corte de 4 A
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Portanto, tendo como base as imagens acima, alguns aminoacidos sdo chave em
alguns reconhecimentos. A Tyr448 e a Asn539 desempenham interagdes por ligagdes de
hidrogénio com o oxigénio carboxilato dos ligantes. Como ja mencionado anteriormente, esse
tipo de reconhecimento ¢ crucial na interagdo integrina-ligante. Notamos também o
grupamento carboxilato COO™ apontando em dire¢io ao ion Mg®" MIDAS em VLA-4,

indicando mais uma caracteristica de compostos que possuem essa integrina como alvo.

6.3 Analises das simulacoes de farmacos oriundos do reposicionamento de farmacos na

integrina o4p1

Nesta etapa, selecionamos 3 farmacos que sairam do VS realizado e descrito no
topico 6.1 deste trabalho. Os compostos escolhidos foram imatinib, saquinavir ¢ lumacaftor. A

escolha se deu, pois, esses farmacos foram bem ranqueados no protocolo de VS e por
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possuirem caracteristicas quimicas que se assemelham a antagonistas da integrina VLA-4.
Suas formulas estruturais estdo descritas na Figura 24.
Primeiramente, analisamos o RMSD da proteina ao longo das simulagdes para

todos os sistemas estudados (Figura 30).

Figura 30 - RMSD (do inglés, Root Mean Square Deviation) do
backbone de VLA-4 para cada sistema estudado, em duas réplicas.
Graficos produzidos no programa GraphPad Prism 8.0.2

RMSD - VLA-4 (Sistema com imatinib)

0.20
— Rep 1

— Rep 2

RMSD (nm)
o o
= Pr
1 ]

o
=)
T

0.00 L B B D B B B N BN N N N NN B BN BN NN BN R |
0 50 100

Tempo (ns)

RMSD - VLA-4 (Sistema com saquinavir)

— Rep 1
— Rep 2

=]

-

a
]

RMSD (nm)
e
)
1

o
o
T

0.00 rrrr Tt
0 50 100

Tempo (ns)
b)



91

RMSD - VLA-4 (Sistema com lumacaftor)
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Fonte: O autor.

A proteina, de modo geral, se comporta de maneira estdvel ao longo das
simulagdes realizadas, em torno de 1,5 A. O sistema com o firmaco saquinavir apresenta
maiores flutuagdes de RMSD, com a réplica 1 chegando proximo a 2 A, porém ainda sem
garantir maiores problemas estruturais na proteina.

Em seguida, estudamos o RMSD dos 4tomos pesados dos farmacos nas duas

réplicas aplicadas (Figura 31).

Figura 31 - RMSD (do inglés, Root Mean Square Deviation) dos
atomos pesados de a) imatinib; b) saquinavir; ¢) lumacaftor, em duas
réplicas. Graficos produzidos no programa GraphPad Prism 8.0.2
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RMSD - Atomos pesados de saquinavir
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Portanto, o sistema que se manteve a maior parte do tempo de simulacdo estavel
foi com o farmaco imatinib. O composto lumacaftor apresentou, na réplica 1, relativa
estabilidade estrutural no sitio de VLA-4, porém, na segunda réplica, houve grandes
flutuagdes nos valores de RMSD, representando instabilidade. O mesmo aconteceu para o
farmaco saquinavir.

O numero de ligagdes de hidrogénio entre integrina e farmaco também foi

avaliado, para cada sistema estudado, conforme a figura abaixo (Figura 32).



Figura 32 — Numero de ligagdes de hidrogénio nas duas réplicas entre
VLA-4 e os farmacos a) imatinib; b) saquinavir; c) lumacaftor.
Graficos produzidos no programa GraphPad Prism 8.0.2
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Percebemos uma variagdo do nimero de ligagdes de hidrogénio com o alvo em
torno de 5, com o fArmaco saquinavir apresentando maiores flutuagdes nos valores obtidos e o
imatinib mostrando uma média menor que os demais, apesar de que, em alguns momentos, na

segunda réplica, atingir 5 ligagdes com o receptor.

6.4 Analises de calculos de energia livre dos farmacos oriundos do reposicionamento de

farmacos na integrina a4p1

Por ultimo, apresentamos os resultados das analises de MM/PBSA realizadas para
os complexos farmaco-integrina. Novamente, utilizamos os mesmos compostos cujas analises
de DM foram mostradas no tdpico anterior. Para os calculos de energia livre de ligagcdo, foram
considerados apenas os ultimos 50 ns de simulacdo dos complexos, logo, obtivemos 20
frames de simulacdo para analisar.

As contribuigdes energéticas de cada farmaco em complexo com VLA-4 sdo

descritas a seguir (Figura 33).



Figura 33 — Interpolacdo linear de dados dos potenciais: a) AG (Imatinib
— Média = -139,98 kJ/mol e DP = 18,33 kJ/mol; Lumacaftor — Média = -
90,37 kJ/mol e DP = 44,57 kJ/mol; Saquinavir — Média = -97,13 kJ/mol e
DP = 26,54 kJ/mol); b) Coulomb (Imatinib — Média = -87,79 kJ/mol e DP
= 33,73 kJ/mol; Lumacaftor — Média = -38,60 kJ/mol e DP = 37,68
kJ/mol; Saquinavir — Média = -67,53 kJ/mol e DP = 39,03 kJ/mol); c)
van der Waals (Imatinib — Média = -238,74 kJ/mol ¢ DP = 14,40 kJ/mol,
Lumacaftor — Média = -162,98 kJ/mol e DP = 33,67 kJ/mol; Saquinavir —
Média = -206,81 kJ/mol e DP = 16,47 kJ/mol) para os célculos de
MM/PBSA dos ultimos 50 ns de simulagdo de 2 réplicas dos sistemas
formados por VLA-4 e os compostos estudados no reposicionamento de
farmacos. Graficos produzidos no programa GraphPad Prism 8.0.2. DP =
Desvio-padrao
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MM/PBSA - Analise da Energia de Coulomb
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Fonte: O autor.

O farmaco imatinib apresenta maior afinidade em VLA-4 quando comparado aos
demais, por possuir menor média de AG e menor AGiigacio final calculado (Tabela 8). Imatinib
também mostra maiores contribui¢des nas energias de Coulomb e de van der Waals,
representando maior magnitude em interagdes eletrostaticas e na soma das interacdes fracas

com o alvo.



Tabela 8 — Valores finais de AGiigacio para os complexos de VLA-4 e os farmacos
estudados, a partir dos célculos por MM/PBSA de uma réplica de simulacdo

Farmaco AGiigagio final
Imatinib -140,291 +/- 4,391  kJ/mol
Saquinavir -95,309 +/- 7,468  kl/mol
Lumacaftor -68,589 +/- 5,608  kJ/mol

Fonte: O autor.

E importante notar, através da Tabela 8, que o imatinib possui um AGiigaczo final
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bem menor que os demais compostos, mostrando, assim, uma afinidade bem maior a VLA-4,

em termos comparativos. E para exemplificar esse dado, detalhamos abaixo o resultado, apos

analise estatistica, das contribui¢des energéticas nos calculos de MM/PBSA para o fairmaco

imatinib em comparagdo ao composto-lider BIO-5192, levando em considera¢dao, em ambos

os casos, todas as réplicas de simulagdo dos ligantes complexados a integrina VLA-4 (Figura

34).

Figura 34 — Contribuigdes energéticas de G, Energia de Coulomb,
Energia de van der Waals, Energia de Solvatacdo Polar e Energia de
Solvatagdo nao polar para os calculos de MM/PBSA dos complexos de a)
imatinib e b) BIO-5192 em VLA-4

MM/PBSA - Imatinib

450 Il AG
= 300 = Coul
£ 150+ = vdw
=< o = PolSol
)
§_150_ =3 NpoSol
[

W -300-

-450-

1 1 | | 1

> PN

vc’ o b$ L P
(OSET
TN



98

MM/PBSA - BIO-5192
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Fonte: O autor.

Se visualizarmos a média de AG para os dois compostos, podemos concluir que
ambos apresentam afinidades proximas a VLA-4. Esse fato corrobora o reconhecimento
favoravel que o farmaco imatinib possui com a integrina. Se compararmos as interagdes
fracas integrina-ligante (forcas de van der Waals), também obtivemos médias parecidas. Os
potenciais que destoam sdo aqueles relacionados a polaridade das moléculas, como energias
de Coulomb e de solvatacdo polar, fazendo com que o lider BIO-5192 mostrasse maior
magnitude nesse aspecto. Tal fato era previsivel devido a presenga de mais grupamentos

1onizaveis em BIO-5192, quando comparado ao farmaco imatinib.

skksk

Recentemente, o uso de técnicas de reposicionamento de farmacos para o
tratamento do cancer vem sendo reportada. Kandasamy e colaboradores aplicaram um método
multialvo na busca por moléculas que podiam combater o cancer de mama, utilizando analises
de redes funcionais integradas. Nesse estudo, um dos receptores envolvidos foi a integrina 1
(ITGB1) (KANDASAMY; SEN; GHOSH, 2022).

Outro estudo recente, envolvendo o receptor ILK (do inglés, cinase ligada a
integrina) mostrou que o farmaco nilotinib, também analisado nesta tese, apresentou bons
resultados no VS de compostos aprovados pelo FDA. Inclusive, o farmaco foi submetido a

testes in vitro por Ressonancia Plasmoénica de Superficie (SPR) e de citotoxicidade,
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sugerindo-o como potencial inibidor da proteina ILK.
Apesar disso, estudos envolvendo a integrina a4B1 em reposicionamento de
farmacos aprovados pela FDA sdo inexistentes. Desse modo, este trabalho tenta langar luz

nesse tema emergente.
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7 CONCLUSOES

Este estudo apresenta a descoberta e analise de compostos prototipos e de
farmacos comerciais que poderdo servir de base para o tratamento de doencas inflamatoérias
cronicas, nomeadamente: esclerose multipla, artrite reumatoide, DII, entre outras.

Ao final das simula¢des de dinamica molecular, descobrimos que o ligante 1592
apresentou um comportamento estavel no sitio de interagdo VLA-4, indicando pouca
mudancga quanto a posi¢ao do modo de ligagdo inicial do docking, um resultado similar ao do
composto lider BIO-5192. As andlises de PCA também sugeriram que o receptor VLA-4
apresentou modos de movimento em sua estrutura diferentes quando complexada a 1592, em
compara¢do aos demais compostos. Além disso, pelos célculos de energia livre de ligacao,
1592 apresentou maior afinidade a VLA-4 em relagdo as outras moléculas estudadas. No geral,
nossos dados indicam fortemente que o ligante 1592 representa um possivel candidato a um
farmaco inibidor de VLA-4.

O mesmo ocorreu para o firmaco imatinib. Estudando os dados oriundos do VS,
método que foi devidamente validado neste trabalho, das simulagdes de DM e do MM/PBSA,
sugerimos o farmaco um potencial candidato a antagonista da integrina VLA-4.

Dessa forma, os resultados apresentados lancam novas perspectivas no estudo de
diferentes pequenas moléculas potenciais antagonistas da integrina 041 e abre possibilidades
ao estudo de sitios alostéricos no receptor proteico, que ainda carece de mais detalhes na
comunidade cientifica.

Logo, propusemos a estratégia do uso de farmacos comerciais como alternativa as
dificuldades impostas a sintese quimica de novas pequenas moléculas, técnica que deveria ser
adotada como proxima etapa, a fim da aplicagdo de experimentos in vitro € in vivo dos novos
derivados de BIO-5192, para atestar sua eficacia em inibir a atividade de 04p1 em células de

mamiferos.
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