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RESUMO

Integrinas sao proteinas transmembranares da superficie celular que possuem
propriedades de adesdo, migracdo e proliferacdo de células imunoldgicas pelo
reconhecimento, principalmente, de sitios de ligagdo de proteinas da matriz
extracelular. As integrinas sao moléculas heterodiméricas compostas de
subunidades a e B, formando 24 proteinas compostas por 18 cadeias a diferentes e
8 cadeias B diferentes. As integrinas sdo importantes mediadores de processos
inflamatorios, devido as suas propriedades de ades&o e migragdo. Inibidores de
integrinas sao estudados com o objetivo de desenvolver novos farmacos. Trés
integrinas (a4B1, a5B1 e aVP1) sdo estudadas como receptores de diferentes
inibidores pelas técnicas de Docking Molecular e Virtual screening. Tais integrinas
foram escolhidas pelas suas interagées com fibronectina. As estruturas dos cristais
de o4, a5, aV e B1 foram obtidas no banco de dados PDB (Id dos cristais: 3V4P,
3VI3, 1JV2 e 3VI3 respectivamente). Os complexos o431, a581 e aVp1 foram
criados pelo alinhamento dos mondémeros a suas respectivas subunidades. As
moléculas utilizadas como ligantes foram obtidas no banco de dados Zinc que
possui, aproximadamente, 22 milhdes de moléculas. Por causa desse numero
elevado, apenas ligantes que seguem as regras de Lipinski no subgrupo Clean Lead
foram utilizados para executar o Virtual screening. As integrinas foram submetidas
ao Virtual screening no software Sybyl-X com as configuragdes necessarias. O
centro da “caixa” foi definido no ion MIDAS Ca*%. O tamanho do grid foi de 35A,
compreendendo toda a regido de ligacdo. A caracterizacdo do sitio de ligacao
mostrou que a regido ao redor do ion MIDAS é altamente eletronegativo,
favorecendo a interagdo de ligantes predominantemente positivos, mas né&o
necessariamente. O resultado da técnica de Virtual screening mostrou moléculas de
escore alto, o que significa que tais moléculas sao bons ligantes para cada receptor.
Além disso, algumas dessas moléculas apresentam relacdo com outras doengas
como parasitoses e cancer. Esses resultados podem ser uteis no design de novos e
potentes inibidores de integrinas, mimetizando ligantes peptidicos com maior

afinidade e estabilidade.

Palavras-chave: Integrinas. Docking Molecular. Triagem Virtual.



ABSTRACT

Integrins are transmembrane cell surface proteins, which have the properties of
adhesion, migrations and proliferation of immune cells by recognizing, mainly,
binding sites in extracellular matrix proteins. The integrins are heterodimeric
molecules composed of a and B subunits, which comprise so far 24 subtypes formed
out of 18 different a and 8 different § chains. The integrins are important mediators of
inflammatory processes, due to their properties of adhesion and migration. Inhibitors
have been searched to develop new drugs with pharmacological potential. Three
integrins (04B1, a5B1 and aVB1) have been studied as receptors of different
inhibitors by Molecular Docking and Virtual screening techniques. These integrins
were chosen because of their fibronectin interactions. The crystal structure of a4, a5,
aV and 1 were obtained on PDB database (Crystal id: 3V4P, 3VI3, 1JV2 and 3VI3
respectively). The complexes a4p1, a5p1 and aVB1 were created by aligning the
monomers to their respective partner. The molecules used as ligands were taken
from Zinc Database, which has approximately 22 million molecules. Because of this
great number, only the ligands that follow Lipinski’'s rules on the Clean Leads subset
were used to perform Virtual screening. The integrins were submitted to Virtual
screening using Sybyl-X software with the default configurations. The center of the
grid was defined in the MIDAS Ca™ ion. The size of the grid was 35A, comprising
the whole binding site. The binding site characterization showed that the region
around the MIDAS ion is highly electronegative, favoring the interaction of
predominantly positive ligands, but not necessarily. The output of Virtual Screening
technique showed molecules with high score, which means that these molecules are
good ligands to each receptor. Also, some molecules are related to another
diseases, such as cancer. These results may be helpful in the design of new and
potent inhibitors of integrins, mimicking other peptide ligands with increased affinity

and stability.

Keywords: Integrins. Molecular Docking. Virtual screening.
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1. Introducao

O termo ‘“integrina” é utilizado para caracterizar um complexo proteico
transmembranar que associa a matriz extracelular e o citoesqueleto (Tamkun et al.,
1986). Duas décadas apds a primeira caracterizagdo, diversos trabalhos foram
realizados, e o entendimento sobre essa classe de proteinas aumentou
consideravelmente. Conhece-se, portanto, a participacéo das integrinas em fungdes
como o desenvolvimento celular e seus mecanismos de transducdo de sinal

(Campbell e Humphries, 2011).
1.1.  Estrutura das integrinas

Integrinas sdo proteinas transmembranares, receptoras da superficie da
célula. Sdo heterodimeros compostos por 2 subunidades, uma a e uma 3. A familia

das integrinas € formada por 24 subtipos, sendo 18 subunidades a e 8 8 diferentes.

Tais subunidades a e 3 s&o unidas nao covalentemente por ligagdes flexiveis,
formando trés dominios: um dominio extracelular, um transmembranar e um

pequeno dominio citoplasmatico, como ilustrado na Figura 1 (Kapp et al., 2013).

Figura 1 — Estrutura geral das integrinas. A figura especifica as subunidades a
e B das integrinas, os ions (em azul) presentes em cada subunidade, sendo o ion
inserido na subunidade B chamado ion da regiao MIDAS. Ressalta-se, também, o
ponto de ancoragem da proteina na membrana plasmatica.

SUBUNIDADES DAS INTEGRINAS

DOMINIOS PARA LIGAGAO A PROTEIMAS DA MATRIZ
EXTRACELULAR [FIBRONECTINA, LAMININA]

camions
DIVALENTES . —{—

S
SUBUNIDADE X ™ SUBUNIDADE [_'5

-
MEMBRANA
PLASMATICA
R

CITOSOL

DOMINIOS PARA LIGAGAO COM
TALIMA, FILAMINA, (X ACTINIMA

Fonte: Figura baseada em (Alberts, 2002).
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A ligacao das cadeias a e B depende da presencga de cations como M92+ e
Ca?*. A presenca do fon também determina o ponto de ancoragem do ligante, ou
seja, o ligante ira se ligar, preferencialmente, ao receptor na regiao MIDAS, “metal-
ion-dependent adhesion site”. (lain D. Campbell and Martin J. Humphies, 2011).

Figura 2 - Integrina a4p1 e seus ions Ca*". Em verde, a cadeia a; em azul, a cadeia
B; em rosa, os ions Ca**. em laranja, o ion Ca** da regido MIDAS.

Fonte: Autora. Figura elaborada no software Pymol

Uma das formas de classificar as integrinas é de acordo com seus ligantes,
podendo, assim, haver quatro classes: os receptores RGD (arginina-glicina-
aspartato); os receptores de colageno; os receptores especificos de leucdcitos e os

receptores de laminina.
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Figura 3 — Classificacao das integrinas de acordo com seus ligantes e possiveis

complexos formados pela jungédo de subunidades.

Leukocyte-specific
receptors

(#2)

receptors” Laminin receptors

Fonte: (Kapp et al., 2013).

1.2. Integrinas e patologia

As integrinas s&o expressas em quase todos os tipos celulares em diferentes
padrées de distribuicdo. Apesar da sua importancia fisiolégica, tais proteinas estao
envolvidas em processos patolégicos, como o cancer e doengas autoimunes, alvo

da industria farmacéutica (Kapp et al., 2013).

O processo de adesao de células epiteliais a membrana basal depende das
integrinas. Tal processo é necessario para o funcionamento e homeostase dos
orgaos, como rins, pulmdes e pele. Estudos mostraram que mutagbes no gene da
integrina a3 estdo associadas a doengas como distrofia muscular congénita e
deficiéncia de adesao de leucdcitos. Pacientes que ndo possuiam integrinas a3
apresentaram grandes anormalidades na membrana basal de rins, pulmdes e pele,
como uma membrana basal desorganizada e descoloragéo dos rins e pulmdes (Has
etal., 2012).

Integrinas  participam, também, de alguns aspectos de doencgas
cardiovasculares. Tais doencas envolvem interagdes célula-célula anormais que

podem levar a formagao de trombos e, consequentemente, ao bloqueio da



15

circulagao. A inibigao das integrinas relacionadas a doencgas cardiovasculares pode,
portanto, ser um alvo da industria farmacéutica para o tratamento de pacientes e a
diminuicdo da taxa de mortalidade dos portadores da doenga (Clemetson e
Clemetson, 1998).

Existem medicamentos inibidores de integrinas ja desenvolvidos e aprovados
pelo FDA (Food and Drug Administration). O Natalizumab €& um anticorpo
monoclonal recombinante IgG4 humanizado que atua inibindo as integrinas a4p1 e
a4p7, mais precisamente a subunidade a4, presentes em todos os leucdcitos,
exceto nos neutréfilos. O anticorpo monoclonal em questdo foi desenvolvido,
inicialmente, para o tratamento da esclerose multipla, mas ja foi estudado, também,
no tratamento de doencas inflamatdrias do intestino, incluindo a doenga de Crohn,
que afeta principalmente o ileo e o colon. Experimentos mostraram que 61% dos
pacientes com doencga de Crohn tratados com Natalizumab apresentaram melhora
significativa e persistente apos 36 semanas de tratamento (Danese e Panes, 2014).

1.2.1. Integrinas e inflamagao

Os linfocitos sdo um tipo de leucécito presente no sangue. Sao responsaveis
pela imunidade celular, agindo tanto na forma de estimulagdo da producdo de
anticorpos pelos linfocitos B, quanto diretamente sobre os antigenos ou células do
hospedeiro infectadas, eliminando todo o complexo. Os linfocitos s&o encontrados
migrando em pequenos numeros nos espacgos extravasculares. O aumento desse
numero indica possiveis infec¢des ou inflamagdes. As células de superficie vascular,
por sua vez, apresentam ligantes para as moléculas de adesdo dos linfécitos
circulantes. Ao deparar-se com uma grande densidade de ligantes, os linfécitos que
antes rolavam pela superficie vascular, aderem-se firmemente as integrinas,
diminuindo sua velocidade de rolamento, mudam de forma e migram ao local da
inflamacao ou infecgdo. Os processos inflamatdrios e infecciosos sdo importantes
para a defesa do organismo, mas a chegada a uma condigédo crénica pode levar a
destruicdo do tecido. Tal condicdo cronica é dada devido a um grande
extravasamento dos linfocitos, levando a exacerbacdo da condigao inflamatoria

(Yang e Hagmann, 2003).

1.3. Integrinas e sinalizagao
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As integrinas sao importantes mediadores da adesdo célula-célula e da
adesao célula-matriz extracelular. As integrinas da familia 31 sao responsaveis pelas
interagdes da célula com a matriz extracelular. Tais proteinas estdo envolvidas em
respostas bioldgicas como o desenvolvimento embrionario e a manutengcdo de

tecidos maduros (Moisés E. Bauer, Avangos em Biologia Celular).

Em seu estado inativo, a “cabeg¢a” da integrina encontra-se dobrada,
apontando para a membrana, como mostra a figura 4A, havendo baixa afinidade por
ligantes. A figura 4B mostra a ligagao de proteinas ao dominio intracelular na cadeia
B, que pode induzir a uma mudanca conformacional no dominio extracelular,
“ativando” a integrina, ou seja, aumentando sua afinidade por ligantes. Esse
processo chamado de “sinalizagado de dentro para fora” € responsavel por controlar
migragdo e adesdo celular. No processo contrario de “sinalizagcdo de fora para
dentro”, a ligacdo de um ligante causa o agrupamento da integrina, levando a uma
cascata de sinalizagbes intracelulares que regulam a polaridade celular, a estrutura

do citoesqueleto e a sobrevivéncia da célula (Kapp et al., 2013).

Figura 4 — Ativacdo das integrinas. A: proteina inativa. B: Processo de

ativagao da integrina. Em azul, cadeia a; em verde, cadeia (3.

Fonte: PDB (Protein Data Bank).
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1.4. O Docking molecular

O Docking molecular é uma técnica que simula o encaixe de um ligante ao
receptor, formando um complexo estavel. Tal simulagcéo pode ser usada na predigao
afinidade de ligagcado e na forca da ligacdo entre as duas moléculas. Geralmente,
uma molécula pequena € utilizada como possivel ligante que vai se ligar ao sitio de
ligacdo do receptor, atuando como inibidor. O Docking molecular é usado para
limitar a area de ligagdo quando nao se pode considerar a estrutura inteira da

proteina como ponto de ancoragem do ligante. (Trott e Olson, 2010).

A estrutura do alvo molecular € mantida rigida, enquanto varias posi¢cdes do
ligante séo identificadas computacionalmente. Sao, entdo, geradas varias posigcoes
de encaixe do ligante na proteina. A predicdo do ligante mais adequado pode ser
feita a partir de funcdes “escores”, ferramentas empiricas que analisam a interagao
receptor-ligante. As fungbes escores tem como objetivo prever a afinidade de uma
disposigao do ligante no sitio do receptor, ordenando as melhores moléculas ligantes

e eliminando as moléculas nao ligantes. (Rodrigues R. P., 2012).

Figura 5 — Docking molecular receptor-ligante. Em verde, cadeia a; em azul,
cadeia B, em rosa, ions Ca®"; em laranja, ion Ca®* da regido MIDAS; em branco,
ligante. Ligante (id Zinc: 8440606) encaixado na integrina a4p1. Docking receptor-
ligante realizado pelo software Sybyl-X. Observa-se que o ligante se encaixa na

regido intercadeias, proximo ao ion da regido MIDAS.

Fonte: Autora. Figura elaborada no programa Pymol.
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1.5. O Virtual screening

O termo “Virtual screening” foi criado na década de 1990 para se referir a
algoritmos e métodos computacionais utilizados na descoberta de farmacos a partir
de buscas em bancos de dados virtuais para identificar quais estruturas de inibidores
se adequam ao sitio de ligagdo do receptor (Schneider, 2010). A descoberta de
novos farmacos € um processo demorado e envolve custos altos. Para diminuir o
tempo e os gastos, ferramentas computacionais sao utilizadas nas fases inicias de
pesquisas de novos farmacos. A partir de ferramentas computacionais como o
Docking molecular é possivel realizar uma triagem in silico em bancos de dados de
compostos quimicos, avaliando afinidade e especificidade a partir de propriedades
estruturais e quimicas como polaridade, ligagbes de hidrogénio, geometria,
distribuicdo de cargas, dentre outros. A metodologia conhecida como Virtual
screening Baseado na Estrutura do Alvo Molecular, portanto, faz buscas em
bibliotecas virtuais de moléculas, a fim de identificar compostos ativos que se
encaixem, apropriadamente, ao receptor, considerando a estrutura 3D. A finalidade
do método é encontrar compostos que interajam com o sitio de ligagdo da molécula
receptora e ordenar tais moléculas de acordo com a sua afinidade ao sitio de ligagao
do receptor, indicando possiveis moléculas-alvo para a industria farmacéutica
(Rodrigues R. P., 2012).

Ha diversos bancos de dados com uma variedade enorme de moléculas. O
ZINC database é uma biblioteca virtual de compostos quimicos disponiveis
publicamente. Tal ferramenta € amplamente utilizada no auxilio da descoberta de

medicamentos (Kruger et al., 2014).

1.6. Potencial eletrostatico

As interacbes eletrostaticas sédo indispensaveis em proteinas, visto que
possuem relagcdo com a sua fungdo e com a estabilidade da estrutura. As proteinas
sdo compostas por aminoacidos ionizaveis, cujo estado de ionizagao depende de
suas propriedades fisico-quimicas, além das mesmas propriedades do ambiente que

OS cerca.

A distribuicdo das cargas parciais pela estrutura tridimensional de uma
proteinas determina suas propriedades eletrostaticas e regula o0 modo como a

proteina interagira com ligantes. Forgas intermoleculares como van der Walls,
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interacdes eletrostaticas e interagdes hidrofébicas contribuem na formacgao e

estabilizacdo de complexos proteicos.

Métodos computacionais tém sido amplamente utilizados na analise das
interagcbes de proteinas. Dependendo da eficiéncia do algoritmo e da
parametrizacao, as técnicas computacionais podem ser um excelente complemento
aos métodos experimentais, poupando tempo e recursos financeiros (Gorham et al.,
2011).

1.7. Interagdes entre anéis aromaticos

As interagdes entre anéis aromaticos também sdo chamadas interagdes 1-r.
Séao ligagbes ndo covalentes importantes em diversos meios bioldégicos como no
enovelamento de proteinas, na estabilizacdo da estrutura do DNA e no
empacotamento de moléculas aromaticas em cristais. Ha trés principais tipos de
interacbes entre anéis aromaticos: a Sanduiche, a Interacdo em T e a Paralelo
deslocado (Figura 6). A Interacdo em T é a mais favoravel eletrostaticamente,
entretanto, a interacdo mais recorrente em proteinas é a Paralelo deslocado.
(Guimaraes, C. R. W., 2012).

Figura 6 — Tipos de interagdes 11-1T € as respectivas distancias entre os anéis
aromaticos. Em A, ilustra-se a interagao Sanduiche com distancia entre os anéis de
3,8A; em B, a interacdo em T, com distancia entre os anéis de 4,9A; e em C, a

interacdo Paralelo Deslocado com distancia de 3,4A.

Fonte: (Guimaraes, C. R. W., 2012).
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As interagbes T1-TT sdo, conhecidamente, fortes e dirigem diversos fendmenos
biolégicos. A geometria de tais interagbes é controlada, basicamente, por forgas
eletrostaticas, ndo por uma atragao eletrénica entre dois sistemas 1T, mas quando a
atracado entre ligagdes 1T e 0 prevalecem sobre interagbes desfavoraveis, como a
repulsdo de ligagdes 1. Em geral, a energia de ligagdo entre duas moléculas é

calculada pela equacgao:
Etotal = Eeletrostatica + Eindugdo + Edispersao + Einducao

Esse calculo mostrou-se condizente com a realidade, de acordo com

experimentos (Hunter e Sanders, 1990).

Segundo calculos realizados por Guimaraes, C. R. W., 2012, as energias de
interacdo do Sanduiche, Interagcdo em T e Paralelo Deslocado s&o, respectivamente,
-1,8 kcal/mol, -2,7 kcal/mol e -2,8 kcal/mol.

1.8. Algoritmos

Ha trés principais algoritmos utilizados nos programas de Docking: o Genetic
Algorithm (GA), o Lamarckian Genetic Algorithm (LGA) e o Generalized Simulated
Annealing (GSA).

O Genetic Algorithm (GA) é baseado no principio Darwiniano, ou seja, na
evolucdo e na genética, podendo simular eventos como mutacgdes e crossover. E um
algoritmo estocastico, bastante utilizado em diversas metodologias. O termo
“‘estocastico” se refere a aleatoriedade do método, por ser baseado em eventos
genéticos, ou seja, cada rodada de Docking levara a um resultado diferente, néo

sendo, entdo prudente a comparagao de dados entre rodadas distintas.

Do ponto de vista computacional, o funcionamento de um GA acontece da
seguinte forma: € gerada, primeiramente, uma populagéo de individuos chamada de
geragcado. No segundo passo, todos os individuos de cada geragdo sao avaliados
pela fungdo objetivo e recebem uma nota de acordo com a sua adequagao ao
ambiente. Quanto melhor for a adequacgao do individuo, mais chances ele tem de ser
selecionado. Se for encontrada uma solugéo 6tima nessa geracéo, entdo o problema
esta resolvido. Alguns individuos sao selecionados, de acordo com a nota de
adequacao adquirida no passo dois, para fazer o cruzamento e assim gerar a

proxima geragao. Apos o cruzamento € aplicada a mutag&o. O processo do segundo
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passo em diante é repetido até que a solugdo 6tima seja encontrada (Pacheco,
Marco A. C., 1999).

O GA possui caracteristicas préprias como o fato de utilizarem uma
populagdo e ndo um unico individuo e utilizam regras de transicdo probabilisticas e

nao deterministicas.

Figura 7 - Fluxograma do funcionamento de um algoritmo genético.

Populacao inicial

!

—— | Calculo de aptidao

|

Solugdo | —> | Fim
Sim

N0 l

Selecao

!

Reproducao

!

Mutacao

Fonte: (Pacheco, Marco A. C., 1999).

O Lamarckian Genetic Algorithm (LGA), por sua vez, se baseia nos principios
de Lamarck de evolugdo, que falam sobre as alteragbes genéticas causadas por
fatores ambientais, e tais caracteristicas poderiam, ainda, ser transmitidas pelas

geragodes (Morris et al.,1998).

O GSA é baseado no processo fisico de anelamento. A posigdo dos atomos
no anelamento representa os parametros a serem otimizados e a energia dos
solidos representam o custo da funcéo a ser otimizado. Como em um anelamento, a
funcdo de menor custo energético é obtido pela diminuigdo lenta da temperatura,
diminuindo o numero de passos e, assim, convergindo para um minimo global
(Sutter et al., 1994).
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1.9. Dinamica Molecular

A dinamica molecular (MD) consiste na simulacéo in silico de eventos
bioldgicos, ou seja, como a molécula estudada se comportaria em um meio
biolégico. Os estudos cristalograficos sdo precisos quanto a estrutura e a
flexibilidade da ligagéo proteina-ligante, entretanto, em sistemas biolégicos naturais,

tais moléculas ndo se encontram estaticas, mas em movimento.

Baseada na fisica Newtoniana, o movimento de atomos e moléculas pode ser
simulado. Primeiramente, a estrutura da molécula é submetida ao programa que
estima as forgcas atuantes em cada atomo e as que sao geradas a partir de suas
interagbes. Para reproduzir o comportamento das moléculas in vivo, a energia
calculada € parametrizada segundo os calculos mecanicos-quanticos. Esses
parametros sdo chamados de “campo de forga”. Varios campos de forga séo
utilizados como o AMBER, GROMOS e CHARMM. Uma vez calculados os campos
de forga, a posicdo dos atomos sao determinados de acordo com as Leis de

Movimento de Newton (Durrant e Mccammon, 2011).

1.10. Regras de Cinco de Lipinski

Farmacos sao desenvolvidos pela otimizagdo de moléculas “lider” (lead-like)
encontradas em bancos de dados biologicos. Apos o processo de otimizagao, a
molécula ativa farmacologicamente deve passar por testes intensos de toxicidade e
eficacia.

Farmacos ingeridas por via oral devem possuir propriedades fisico-quimicas
que decaem em faixas de valores, definindo, assim, parédmetros para que um
medicamento seja seguro ao consumo humano. Dessa forma, as regras de cinco de
Lipinski foram criadas, descrevendo as propriedades moleculares importantes na
farmacocinética de um medicamento: absorgao, distribuicdo, metabolismo, excrecao
e toxicidade (parametros ADMETOX).

As regras de Lipinski avaliam os seguintes parametros: peso molecular menor
que 500 daltons, logaritmo do coeficiente de particdo (logP) menor que 5, numero de
atomos doadores de hidrogénio menor que 5 e numero de aceptores de hidrogénio
menor que 10. Com o objetivo de melhorar as predi¢gdes dos candidatos a farmacos,
novas regras foram estabelecidas: coeficiente de particdo entre -0,4 e 5,6;

refratividade molar de 40 a 130; peso molecular de 160 a 480; area superficial polar
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menor que 140 A% 10 ou menos ligagdes rotacionaveis. A area superficial polar e
numero de ligagbes rotacionaveis sdo parametros que podem indicar se o

medicamento & proprio para consumo oral (Veber et al., 2002).

1.11. Banco de Dados Zinc

Uma grande quantidade de moléculas esta disponivel em diversas bibliotecas
virtuais. O ZINC é um banco de dados de compostos quimicos amplamente utilizado
em metodologias de virtual screening. O banco de dados Zinc possui mais de vinte
milhdes de moléculas com seus respectivos valores de peso molecular, coeficiente
de particdo, numero de ligagdes rotacionaveis, estrutura 3D.

Por possuir um numero elevado de moléculas, o ZINC dispde de ferramentas
de selegao que restringem o numero de moléculas na busca. O banco de dados tem
suas moléculas organizadas em conjuntos e subconjuntos. O conjunto “Clean” é
composto por moléculas que nado causam efeitos colaterais em humanos, ou seja, as
moléculas que, conhecidamente, causam problemas a saude foram removidas.

Ha quatro subconjuntos: Lead-like, Fragment-like, Drug-like e All Purchasable
(Quadro 1). Os compostos Lead-like sao moléculas grandes que podem ser
detectadas em técnicas espectrofotométricas, mas, ainda assim, sdo menores que a
maioria dos farmacos. Sdo mais soluveis que as grandes moléculas Drug-like,
sendo, portanto, mais utilizadas em ensaios biolégicos. Os compostos Fragment-like
sao menores que o0s Leads, portanto, sao dificeis de serem detectados com técnicas
pouco sofisticadas, sendo necessarias NMR ou difracdo de raio-X, que sdo mais
dispendiosas. Os compostos Drug-like seguem, parcialmente, as regras de Lipinski,
havendo muitas excegbes, por isso, € um subconjunto utilizado para posterior
comparagao, quando ja ha resultados obtidos a partir de outros subconjuntos. O
subconjunto All Purchasable &€ composto por todas as moléculas dos demais
subconjuntos reunidas. Sua principal vantagem € que as moléculas podem ser
compradas, entretanto, para ensaios de virtual screening, onde € necessaria uma
precisdo das caracteristicas fisico-quimicas, muitas das moléculas nao seriam
apropriadas, apenas aumentando o tempo necessario para a conclusédo do trabalho
(Irwin e Shoichet, 2005).
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Figura 8 — Conjuntos e subconjuntos de banco de dados de moléculas do Zinc Data
Base

Lead-Like Fragment-Like Drug-Like All Shards ‘
Standard Lead-Like Fragment-Like Drug-Like All Shards
U S(flied 6,053,287 1,380,525 15,798,630 Purchasable 635.150
P 2014-09-29 2013-10-25 2013-02-08 22,724,825 2014-05-16
2013-12-18
Clean Clean Leads Clean Clean Drug-Like All Clean Clean Shards
o S&Zie,d 4.501.276 Fragments 13,105,600 16,403,865 60,021
[k 2014-09-25 1611880 2013-11-05 2013-12-18 2013-11-05
2014-00-24
In Stock Leads Now Frags Now Drugs Now All Now Shards Now
Ui S&ﬁed 3.687.621 1,768.827 7.377.031 12,782,500 2
P 2014-06-25 2014-09-17 2014-06-17 2014-05-01 2014-09-24
Boutique Boutique Leads Boutique Frags Boutique Drugs All Boutique Boutique
U S(iﬁe,d 5.114,160 2,755,555 10,202,210 12,217,845 Shards
P 2012-12-24 2013-11-08 2012-11-27 2012-11-27 80,608
2013-11-08

Fonte: Banco de Dados Zinc. Dados de 11/11/2014.

2. Objetivos

Identificar ligantes especificos para a inibigdo de integrinas da familia 1
utiizando metodologias tedricas e computacionais, tais como modelagem

computacional e Docking molecular.
2.1. Objetivos especificos

Determinar computacionalmente a estrutura tridimensional dos complexos
a4B1, a5B1 e avp1.

Encontrar os melhores ligantes para cada receptor utilizando a técnica do

Virtual screening.

Caracterizar o sitio de ligacao das integrinas da familia 1 com uma série de
ligantes conhecidos, visando ao desenvolvimento de novos e melhores inibidores

capazes de se ligar especificamente a essas proteinas.
3. Metodologia

Apresenta-se, a seguir, um quadro geral da metodologia utilizada no presente
trabalho (Figura 9).
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Figura 9 — Esquema geral da metodologia utilizada para o desenvolvimento do

trabalho
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3.1.  Obtencao das estruturas e jungéo das subunidades

Buscou-se no PDB as estruturas cristalizadas das integrinas da familia 81,
exceto a integrina a8B1 devido a auséncia na literatura de relatos de sua
participagdo em processos patoldgicos relevantes. As estruturas dos monémeros o4,
a5, aV e B1 correspondem aos ids 3V4P, 3VI3, 1JV2 e 3VI3 respectivamente (Figura
10). Os complexos a4B1, a5B1 e aVB1 foram criados pelo alinhamento dos

mondmeros ao seu respectivo complemento no software Pymol (Figura11).

Figura 10 — Estruturas dos monémeros a4, a5, av e B1 geradas pelo programa
Pymol a partir de sequéncias obtidas do PDB. A: estrutura da subunidade o4; B:
estrutura do mondémero a5; C: estrutura da subunidade av; D: estrutura do

monémero (1.

A B

Fonte: Autora (elaborada pelo programa Pymol).
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Figura 11 — Estruturas dos dimeros a4p1, a581 e avpB1. Formag¢ao dos dimeros por
alinhamento das subunidades e criagdo das figuras no software Pymol. A: a4p1;
B:a5B1; C:avB1. Em verde, cadeia a; em azul, cadeia B; em rosa, ions Ca?*.

Fonte: Autora (elaborada pelo programa Pymol).
3.2. Filtragem do banco de dados Zinc

O virtual screening e o Docking das moléculas disponiveis no banco de dados
Zinc em um receptor seriam processos extremamente demorados que requereriam
um computador de alto desempenho. Para reduzir esse tempo e otimizar o trabalho,
foi feita uma filtragem das moléculas de interesse presentes no Zinc dB. Prospectou-
se o0 conjunto “Clean”, pois é sabido que contém moléculas que nao produzem
efeitos colaterais em humanos. Dentro desse conjunto, utilizou-se o subconjunto
“Lead-like”, pois € composto de moléculas grandes, muito utilizadas em docagem, e
podem atuar como inibidores de estruturas de grande porte como as integrinas.
Utilizou-se, entao, a fungéo “Property” do Zinc, onde se determina as caracteristicas
fisico-quimicas das possiveis moléculas de interesse. Restringiu-se tal pesquisa de

acordo com as regras de Lipinski.

3.2.1. O grafico de Ramachandran



28

O gréafico de Ramachandran foi desenvolvido em 1963, ao ser introduzido um
sistema de analise e parametrizacdo das estruturas de proteinas, baseado na
plotagem dos &ngulos y-¢ (psi-phi).

Esse modelo tornou-se uma 6tima ferramenta de determinacédo da estrutura
de proteinas e para a avaliacido da qualidade estereoquimica. Criou-se, entdo um
mapa estérico que prevé as regides favoraveis ag, a. e regides-f energeticamente
(Ho et al., 2003). A distribuigdo dos angulos torcionais psi e phi da cadeia principal é
um importante indicador para a validacdo de um modelo. O angulo torcional phi
refere-se ao angulo de tor¢ao da ligacdo Ca-N (carbono a - nitrogénio), enquanto o
angulo psi refere-se ao angulo de tor¢ao da ligagao Ca — CO (carbono da carbonila).
(Abreu, Paula A., 2008).

3.3. Metodologia de Virtual screening

Outra abordagem da técnica de Virtual screening € a triagem baseada em
Ligantes. Tal estratégia utiliza moléculas com atividade biologica ja conhecida,
identificando semelhancas estruturais entre si, levando a crer que podem
compartilhar atividade biolégica, sem considerar a estrutura do receptor. A triagem
baseada em ligantes é utilizada quando ha pouca ou nenhuma informagéo sobre a
estrutura 3D do receptor. Duas abordagens principais pertencentes ou grupo da

triagem em ligantes sao descritas a seguir.
3.3.1. Virtual screening por padrao farmacoférico

A metodologia de busca baseada no padrao farmacoférico € utilizada quando
se conhece um conjunto de ligantes ativos e suas ligacbes ao receptor sao
analisadas. Um ligante ativo possui caracteristicas quimicas especificas como
ligacbes de hidrogénio, interagbes eletrostaticas, grupamentos quimicos que
interagem com o receptor e podem ser utilizadas como base de busca e selecédo de
novas moléculas que atendam as principais caracteristicas responsaveis pela

ligagéo ativa receptor-ligante.
3.3.2. Virtual screening por similaridade

Outra metodologia utilizada no virtual screening em ligantes se baseia no
principio de que moléculas com estruturas similares tem alta probabilidade de

possuirem caracteristicas fisico-quimicas e atividades biolégicas semelhantes. No
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entanto, a relagéao entre similaridade estrutural e propriedades fisico-quimicas nao é
direta, ha a possibilidade de compostos com estruturas quimicas semelhantes nao
compartilharem da mesma atividade bioldgica.

A triagem por similaridade é um processo simples que consiste na selecéo de
uma molécula com conhecida atividade biologica (ponto de referéncia) e a busca em
bibliotecas virtuais de compostos quimicos de moléculas com caracteristicas
estruturais similares. As moléculas assim selecionadas sao possiveis alvos de

estudos farmacologicos e testes biologicos (Rodrigues R. P. et al, 2012).
3.4. Metodologia do Docking Molecular

Ha diversas metodologias descritas na literatura utilizadas para realizar o
Docking molecular, as quais podem variar pelos algoritmos de busca utilizados, tipo
de campo de forga, pelo modo de calculo da energia e por implementar o Docking

rigido ou flexivel.

O software Autodock Vina € um programa de Docking molecular com interface
grafica que utiliza a funcao “escore” para predizer, de acordo com a diferenga entre
sua energia e energia livre, quais moléculas possuem maior potencial de se ligarem

ao receptor (Trott e Olson, 2010).

O software Sybyl-X, por sua vez, € um programa que também realiza Docking
molecular e possui interface grafica. Pode-se determinar a area de ligacédo do
inibidor, chamado de “protomol” de acordo com dados conhecidos a partir da

realizagao de experimentos prévios.
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Figura 12 — Area de ligacdo do inibidor (Protomol) calculado pelo programa Sybyl—X.

Em verde, a integrina a41 e em roxo, a area do Protomol.

Fonte: Autora. (Desenvolvida no software Pymol).

Por ser uma proteina dependente de ions divalentes, nesse caso, Ca*, a
regiao MIDAS que compreende tal ion foi utilizada como base para a restricdo da
area de ligacao dos ligantes aos receptores para a realizagdo do Docking molecular.
Tal area €, preferencialmente, restrita devido a praticidade, pois a realizagdo do
Docking de cada ligante a toda a regido da integrina demandaria tempo
desnecessariamente, ja que é sabido que o ligante se acopla na area proxima ao ion
MIDAS. Portanto, a area do sitio de ligagdo foi delimitada em um cubo com
dimensdes de 35 A de aresta, sendo o ion do motivo MIDAS Ca* o centro do cubo.
O grid compreende a regido de interesse, onde os ligantes se acoplarao aos seus
receptores nas melhores poses possiveis. Optamos trabalhar com Docking rigido
devido as inumeras possibilidades do Docking flexivel, o que demandaria tempo e

maquinas mais potentes.

4. Resultados

4.1. Validagao das estruturas
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As estruturas dos monémeros das integrinas obtidas foram submetidas a

validacdo no software SaVes. Analisou-se os pardmetros do Verify-3D e do grafico

de Ramachandran (Figura 13).

Figura 13 — Validag¢des das estruturas dos mondémeros a4, a5, av e 1 pelos graficos

do Verify 3D e de Ramachandran.
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Verify3D score over window of 7 residues
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Fonte: Autora. (Elaborada pelo Software SaVes). A1: Verify-3D para a4. A2: Grafico de Ramachandran para a4. Residuos
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[a,b,l,p]: 19.2%; Residuos nas regides generosamente permitidas [-a, -b, -I, -p]: 1.4%; Residuos nas régios ndo permitidas:
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generosamente permitidas [-a, -b, -I, -p]: 0.3%; Residuos nas regides nao permitidas: 0.0%.
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Os resultados obtidos no grafico de Ramachandran foram satisfatérios, devido
a presenca da maioria dos residuos na regido vermelha e amarela do grafico que
correspondem as regides “favoravel” e “permitida”, respectivamente, somando-se um
percentual de mais de 95%, que é um resultado confidvel. Apenas um residuo no
grafico de a5 esta localizado em regido ndo permitida, alcangando um percentual
excessivamente baixo que pode ser desconsiderado. Portanto, os mondmeros

podem ser utilizados na criagao dos dimeros e posteriores experimentos in silico.
4.1.1. Verify 3D score

O Verify 3D analisa o perfil tridimensional da estrutura de uma proteina. A
tabela gerada € computada a partir de coordenadas atdbmicas da estrutura que pode
ser usada para calcular a compatibilidade do modelo de estrutura 3D com qualquer

sequéncia de aminoacidos (Eisenberg, David, 2003).
4.2. Calculos eletrostaticos de Poisson-Boltzmann

Os calculos de Poisson-Boltzmann (PB) representam as analises
eletrostaticas, utilizando solvatacdo implicita em proteinas. Os calculos PB sao
altamente sensiveis a selecdo de parametros. Os valores de energia livre obtidos
pelos calculos eletrostaticos de PB variam de acordo com a escolha do limite
dielétrico (Gorham et al., 2011).

Figura 14 — Perfil eletrostatico da regiao de ancoragem do ligante desenvolvido no

programa Pymol, utilizando-se o plugin APBS).

-5.002
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Fonte: Autora. A: integrina 04f1; B: integrina a5B1; C: integrina avB1. Em vermelho: area com
potencial predominantemente negativo; em azul: area com potencial predominantemente positivo; em
branco, area com potencial eletrostatico predominantemente neutro. Observa-se, portanto, que a
regido de ligacao do receptor € predominantemente vermelha, ou seja, eletronegativa, devido a uma
alta concentragdo de residuos negativamente carregados nessa regido, podendo favorecer a
ancoragem de ligantes com caracteristicas positivas.

4.3. Resultados do Virtual screening

O Virtual screening foi realizado utilizando-se o software Sybyl-X. As
moléculas do banco de dados Zinc que passaram pela filtragem foram docadas pelo
programa nos trés receptores a4pB1, a581 e aVB1 e os melhores resultados foram
obtidos em ordem decrescente de “escore”, sendo o maior numero correspondente

ao resultado mais favoravel (Quadro 1).

Quadro 1 — Vinte melhores ligantes obtidos para cada receptor como resultado do

virtual screening no programa Sybyl-X.

a4p1 | IDdo ZINC | Nome Score

8440606 4-[4-(allyloxy)benzoyl]-3-hydroxy-5-(4-methoxyphenyl)-1-(3-methoxypropyl)-1,5- 9.36
dihydro-2H-pyrrol-2-one

8437899 2-{4-[({2-[4-(aminosulfonyl)phenyllethyl}amino)methyl]-2-ethoxyphenoxy}-N-(tert- 9.34
butyl)acetamide

8440573 5-[4-(benzyloxy)phenyl]-1-[2-(dimethylamino)ethyl]-3-hydroxy-4-(4-methoxybenzoyl)- | 8.72
1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

8440615 1-[2-(diethylamino)ethyl]-4-(3-fluoro-4-methoxybenzoyl)-3-hydroxy-5-(4- 8.63
methoxyphenyl)-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

1413505 5-(4-ethylphenyl)-3-hydroxy-1-[2-(1H-indol-3-yl)ethyl]-4-[(4- 8.53
methoxyphenyl)carbonyl]-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

9045647 (E)-(4-methoxy-3-methylphenyl)[2-(4-methylphenyl)-4,5-dioxo-1-(pyridinium-3- 8.18
ylmethyl)pyrrolidin-3-ylidene]Jmethanolate

0702440 4-[(2,5-dimethylphenyl)carbonyl]-5-(3-ethoxy-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1-(2- 8.1
phenylethyl)-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

8437906 N-{3-bromo-4-[(4-fluorobenzyl)oxy]-5-methoxybenzyl}-N-{2-[(1-methyl-1H-tetraazol- | 8.05
5-yl)sulfanyl]lethyl}amine

9122179 1-[3-(dimethylamino)propyl]-5-(4-ethoxy-3-methoxyphenyl)-3-hydroxy-4-(4-methoxy- | 8.03
2-methylbenzoyl)-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

0702370 4-[(4-ethoxyphenyl)carbonyl]-3-hydroxy-1-(2-phenylethyl)-5-(pyridin-4-yl)-1,5- 7.97
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dihydro-2H-pyrrol-2-one

8432222 N,N'-(benzene-1,4-diyldimethanediyl)bis[3-(4-methoxyphenyl)propanamide] 7.95

1413496 5-(4-fluorophenyl)-3-hydroxy-1-[2-(1H-indol-3-yl)ethyl]-4-[(4- 6.84
methoxyphenyl)carbonyl]-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

1413498 5-(3-fluorophenyl)-3-hydroxy-1-[2-(1H-indol-3-yl)ethyl]-4-[(4- 6.45
methoxyphenyl)carbonyl]-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

5918675 4-(4-butoxybenzoyl)-5-(4-fluorophenyl)-3-hydroxy-1-(5-methyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)- | 6.02
1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

8433244 4-[4-(allyloxy)-3-methylbenzoyl]-5-(2-fluorophenyl)-3-hydroxy-1-(2-morpholin-4- 5.67
ylethyl)-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

8438764 3-hydroxy-1-[2-(1H-indol-3-yl)ethyl]-5-(2-methoxyphenyl)-4-[(4- 5.45
methoxyphenyl)carbonyl]-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

0702696 3-hydroxy-4-[(5-methylfuran-2-yl)carbonyl]-5-(3-phenoxyphenyl)-1-(tetrahydrofuran- | 5.42
2-ylmethyl)-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

0625531 5-(2,5-dimethoxyphenyl)-1-(4-ethoxyphenyl)-3-hydroxy-4-(4-methylbenzoyl)-1,5- 5.25
dihydro-2H-pyrrol-2-one

9184849 1-[3-(dimethylamino)propyl]-5-(4-ethoxy-3-methoxyphenyl)-3-hydroxy-4-(4-methoxy- | 4.65
2-methylbenzoyl)-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

1413516 3-hydroxy-5-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1-[2-(1H-indol-3-yl)ethyl]-4-[(4- 3.08
methoxyphenyl)carbonyl]-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

a5p1 | 8438979 2-methoxyethyl  5-{[(4-ethylphenyl)sulfonyl]amino}-2-methylnaphtho[1,2-b]furan-3- | 9.57

carboxylate

8430718 3-{1-[3-(1-azepanyl)-2-hydroxypropyl]-1H-indol-3-yl}-1-(3,4-dimethoxyphenyl)-2- 8.12
propen-1-one

8439309 2-methoxyethyl 2-methyl-5-[(8-quinolinylsulfonyl)amino]naphtho[1,2-b]furan-3- | 8.05
carboxylate

8438548 5-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-hydroxy-4-(4-methylbenzoyl)-1-[2-(4-morpholinyl)ethyl]- 7.98
1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

5920825 4-(4-ethoxy-3-methylbenzoyl)-1-(3-ethoxypropyl)-3-hydroxy-5-(4-methylphenyl)-1,5- | 7.96
dihydro-2H-pyrrol-2-one

0702716 5-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-hydroxy-4-[(5-methylfuran-2-yl)carbonyl]-1- 7.90
(tetrahydrofuran-2-ylmethyl)-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

8438658 3-hydroxy-4-(4-methoxybenzoyl)-1-[3-(4-morpholinyl)propyl]-5-(3-pyridinyl)-1,5- 7.86
dihydro-2H-pyrrol-2-one

8439971 1-[3-(diethylamino)propyl]-4-(4-ethoxybenzoyl)-3-hydroxy-5-(4-isopropylphenyl)-1,5- | 7.79
dihydro-2H-pyrrol-2-one

8437889 4-[2-({3-methoxy-4-[2-0x0-2-(1- 7.79
piperidinyl)ethoxylbenzyl}amino)ethyl]benzenesulfonamide

8440526 4-[(4-ethoxy-3-methylphenyl)carbonyl]-3-hydroxy-1-[2-(4-methoxyphenyl)ethyl]-5-(4- | 7.77
methylphenyl)-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

0623995 1-(4-{4-[(3-bromo-4-ethoxy-5-methoxybenzyl)amino]phenyl}piperazin-1-yl)ethanone | 7.74

1413504 5-(4-ethylphenyl)-3-hydroxy-1-[2-(1H-indol-3-yl)ethyl]-4-[(4- 6.63
methoxyphenyl)carbonyl]-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

8435579 4-benzoyl-5-[4-(dimethylamino)phenyl]-3-hydroxy-1-(2-morpholin-4-ylethyl)-1,5- 6.55
dihydro-2H-pyrrol-2-one

2753344 2-(1,3-benzodioxol-5-yl)-N-(4-ethoxybenzyl)-N-(2,4,5-trimethoxybenzyl)ethanamine | 6.06

0626276 1-[2-(3,4-dimethoxyphenyl)ethyl]-3-hydroxy-5-(4-methoxyphenyl)-4-(2-thienylcar 5.63
bonyl)-3-pyrrolin-2-one

6144549 7-[4-(benzyloxy)phenyl]-2-(3-hydroxypropyl)-5-methyl-N-(3-pyridinyl)-4,7- 5.48
dihydro[1,2,4]triazolo[1,5-a]pyrimidine-6-carboxamide

8441292 4-(1-benzofuran-2-ylcarbonyl)-3-hydroxy-1-[3-(1H-imidazol-1-yl)propyl]-5-[4-(prop-2- | 5.45

en-1-yloxy)phenyl]-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one
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8439669 2-propoxyethyl 4-[4-(methoxycarbonyl)phenyl]-2,7,7-trimethyl-5-oxo0-1,4,5,6,7,8- | 5.18
hexahydroquinoline-3-carboxylate

8435041 1-methyl-3-nonyl-6,7-dihydro[1,3]thiazolo[2,3-f]purine-2,4(1H,3H)-dione 4.67

0702710 5-(3,4-dimethoxyphenyl)-1-(furan-2-ylmethyl)-3-hydroxy-4-[(5-methylfuran-2- 4.63
yl)carbonyl]-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

avp1 | 8439426 3-allyl 5-(tetrahydro-2-furanylmethyl) 4-{3-nitrophenyl}-2,6-dimethyl-1,4-dihydro-3,5- | 10.61

pyridinedicarboxylate

17124157 (4E)-5-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-4-{hydroxy[3-methyl-4-(2- 9.50
methylpropoxy)phenyllmethylidene}-1-(3-methoxypropyl)pyrrolidine-2,3-dione

15952848 3-hydroxy-5-(3-methoxyphenyl)-4-[(2-methyl-2,3-dihydro-1-benzofuran-5- 9.13
yl)carbonyl]-1-(tetrahydrofuran-2-ylmethyl)-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

8430745 3-{1-[3-(2,3-dihydro-1H-indol-1-yl)-2-hydroxypropyl]-1H-indol-3-yl}-1-(3,4- 8.74
dimethoxyphenyl)-2-propen-1-one

8440490 1-[3-(dimethylamino)propyl]-4-(2-furoyl)-3-hydroxy-5-[4-(isopentyloxy)-3- 8.72
methoxyphenyl]-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

8437935 2-[2-ethoxy-6-iodo-4-({[3-(4-morpholinyl)propyllamino}methyl)phenoxylacetamide 8.48

8431366 1-[12-(5-cyano-2,4-dioxo-3,4-dihydro-1(2H)-pyrimidinyl)dodecyl]-2,4-dioxo-1,2,3,4- 8.42
tetrahydro-5-pyrimidinecarbonitrile

0702702 3-hydroxy-4-[(4-methylphenyl)carbonyl]-5-(3-phenoxyphenyl)-1-(tetrahydrofuran-2- 8.36
ylmethyl)-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

9012355 6-amino-4-{4-[(4-chlorobenzyl)oxy]-3-methoxyphenyl}-3-propyl-1,4- 8.35
dihydropyrano[2,3-c]pyrazole-5-carbonitrile

8431534 2-[(1-{2-hydroxy-3-[(3,3,5-trimethylcyclohexyl)oxy]propyl}piperidin-4-yl)methyl]-1H- 8.22
benzo[delisoquinoline-1,3(2H)-dione

8430692 3-(1-{3-[butyl(methyl)amino]-2-hydroxypropyl}-1H-indol-3-yl)-1-(3,4- 8.17
dimethoxyphenyl)-2-propen-1-one

8435476 1-(4-methoxyphenyl)-2,5-dioxo-3-pyrrolidinyl 2-{2- | 8.08
nitrobenzylidene}hydrazinecarbimidothioate

971816 2-(4-methylphenyl)-2-oxoethyl  2-(4-nitro-1,3-dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2-yl)-3- | 8.07
phenylpropanoate

8438732 4-acetyl-3-hydroxy-5-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1-octyl-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2- | 8.01
one

1413487 3-hydroxy-1-[2-(1H-indol-3-yl)ethyl]-4-(4-methoxybenzoyl)-5-phenyl-1,5-dihydro-2H- | 7.95
pyrrol-2-one

8440200 4-[(3-ethoxyphenyl)carbonyl]-3-hydroxy-5-(3-hydroxyphenyl)-1-(pyridin-4-ylmethyl)- | 7.41
1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

8439532 3-methyl  5-[2-(4-methyl-1-piperazinyl)ethyl]  4-{3-nitrophenyl}-2,6-dimethyl-1,4- | 6.68
dihydro-3,5-pyridinedicarboxylate

8439528 3-methyl  5-[2-(4-methyl-1-piperazinyl)ethyl]  4-{3-nitrophenyl}-2,6-dimethyl-1,4- | 6.65
dihydro-3,5-pyridinedicarboxylate

17124565 N,N-diethyl-4-{[4-hydroxy-1-(3-methoxypropyl)-5-oxo-2-phenyl-2,5-dihydro-1H- 5.79
pyrrol-3-yllcarbonyl}benzenesulfonamide

1413497 5-(4-fluorophenyl)-3-hydroxy-1-[2-(1H-indol-3-yl)ethyl]-4-[(4- 4.92

methoxyphenyl)carbonyl]-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one

Fonte: Autora.

4.3.1. Os melhores ligantes

Os melhores ligantes para cada receptor foram identificados pelos maiores

escores (Figura 15).
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Figura 15 — Estrutura dos ligantes mais favoraveis para cada receptor. Ligantes

obtidos pela técnica do virtual screening no software Sybyl-X

¢

Cc

Fonte: Autora. (Desenvolvidas no programa Pymol). A: melhor ligante (id Zinc: 8440606) para a
integrina a431; B: melhor ligante (id Zinc: 8438979) para a integrina a5@1; C: melhor ligante (id Zinc:
8439426) para a integrina avp1.

Foi realizada uma busca minuciosa na literatura dos 20 melhores ligantes
para cada receptor, obtidos a partir do virtual screening. As moléculas N-{3-bromo-4-
[(4-fluorobenzyl)oxy]-5-methoxybenzyl}-N-{2-[(1-methyl-1H-tetraazol-5-
yh)sulfanyllethyl}famine (ID do Zinc: 8437906), ligante de a4p1, 5-(3,4-
dimethoxyphenyl)-1-(furan-2-ylmethyl)-3-hydroxy-4-[(5-methylfuran-2-yl)carbonyl]-
1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one (ID do Zinc: 0702710) e 5-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-
hydroxy-4-[(5-methylfuran-2-yl)carbonyl]-1-(tetrahydrofuran-2-ylmethyl)-1,5-dihydro-
2H-pyrrol-2-one (ID do Zinc 0702716) ligantes de a5B1, possuem relagcdo com a
inibicdo da replicacdo de Trypanosoma cruzi, segundo o banco de dados
Collaborative Drug Discovery (CDD) (Hohman et al., 2009). As integrinas da familia
B1 estdo envolvidas no processo de entrada do T. cruzi em macréfagos humanos. O
suporte para essa teoria vem de experimentos de inibicdo com anticorpos anti-31,
causando uma reducdo na entrada e replicagdo do T.cruzi em macréfagos humanos,
nao excluindo, contudo, a participacdo de outras moléculas no processo de infecgao.
Ressalta-se, portanto, a necessidade das integrinas da familia 1 na internalizagao
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do T. cruzi nos macrofagos, possibilitando a replicagdo do protozoario e infecgao da
célula (Fernandez et al., 1993).

A molécula ligante de a5p1 1-(4-{4-[(3-bromo-4-ethoxy-5-
methoxybenzyl)amino]phenyl}piperazin-1-yl)ethanone (ID do Zinc 0623995), por sua
vez, ainda nao possui agdo comprovada, segundo o CDD, mas € um potencial
antagonista de GPR55, um gene humano altamente expresso em neurdnios, que
codifica um receptor de canabindides, compostos com efeitos psicotropicos, que

podem causar dependéncia quimica (Lauckner et al, 2008).
4.4. Interacdes hidrofébicas

As interagdes hidrofébicas séo interagdes moleculares que mantém as
regides apolares das moléculas unidas. As partes apolares ndo exercem nenhuma
atracao relevante entre si que influencie a forga das interagdes hidrofébicas. Tal
forca é resultante de uma maior estabilidade termodinédmica que o sistema atinge
quando o numero de moléculas de agua torna-se o minimo necessario no
envolvimento das por¢des hidrofdbicas das moléculas de soluto (Lehninger et al.,
2008).

Figura 16 — Residuos dos receptores que formam interagcdes hidrofobicas com os

ligantes mais favoraveis de cada integrina.

GLY-248

VAL-344

PHE-247 PHE-281

PHE-341
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GLY-243
VAL-188

ILE-177

LEU-245

c

Fonte: Autora. (Elaboradas no programa Pymol). A: residuos de a4B1 que interagem
hidrofobicamente com o melhor ligante, id Zinc 8440606. B: residuos de a5B1 que formam interagdes
hidrofébicas com a molécula de id Zinc 8438979. C: residuos de avB1 que interagem
hidrofobicamente com o ligante de id Zinc 8439426.

Observa-se na Figura 16 os residuos de cada receptor que interagem
hidrofobicamente com o ligante. A Figura 16A, correspondente a integrina a4p1,
mostra um maior numero de residuos comparando-se as outras proteinas,

totalizando 7 aminoacidos, enquanto 16B apresenta 3 residuos e 16C, 6 residuos.
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4.5. Ligagdes de hidrogénio

As ligagdes de hidrogénio sédo atracbes eletrostaticas que ocorrem entre
atomos de oxigénio e hidrogénio. Sao ligagcdes fracas, sendo cerca de 10%
covalentes e 90% eletrostaticas devido as sobreposigdes nos orbitais de ligagcéo
(Lehninger et al., 2008). A presenca de ligacbes de hidrogénio contribui para a

afinidade da ligacao receptor-ligante.

Quadro 2: Residuos dos receptores que formam ligagées de hidrogénio com os

melhores ligantes de cada integrina, com especificagdo da cadeia.

o431 a5p1 avp1
Cadeia a Glu-276, GIn-277, GIn-273 Glu-153, Asp-178
Cadeia B Ser-247 Tyr-153, Asn-244, Thr-208

Fonte: Pymol. Aminoacidos dos receptores que formam ligagdes de hidrogénio com seus respectivos
ligantes mais favoraveis

Figura 17 — Interacbes de aminoacidos das integrinas que formam ligagdes de

hidrogénio com os seus respectivos melhores ligantes.

GLN-273

GLN-277
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TYR-153

ASN-244

Cc

Fonte: Autora. (Pymol). Estrutura e modo de interagdo dos aminoacidos que formam ligagbes de
hidrogénio com os ligantes. A: residuos de o431 que formam ligacées de hidrogénio com o melhor
ligante, id Zinc 8440606. B: residuos de a5B1 que formam ligagdes de hidrogénio com a molécula de
id Zinc 8438979. C: residuos de avB1 que interagem hidrofobicamente com o ligante de id Zinc
8439426.

Observa-se que na Figura 17B ha uma interagdo do tipo Sanduiche entre o
anel aromatico da tirosina-153 e o anel do ligante. Vale ressaltar, também, que os

aminoacidos da figura C s&o todos acidos (Figura 17C)

Além das interagbes hidrofébicas apresentadas pelos melhores ligantes, ha
ligacdes de hidrogénio que possuem relacdo com a afinidade receptor-ligante. O
ligante  4-[4-(allyloxy)benzoyl]-3-hydroxy-5-(4-methoxyphenyl)-1-(3-methoxypropyl)-
1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one (id ZINC 8440606), melhor resultado para a4b1,
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apresenta ligagdes de hidrogénio com ambas as cadeias da integrina. Isso se deve
ao fato do ligante estar “docado” na regi&o intercadeia, sendo um inibidor promissor,
pois podera inibir a ligagdo de moléculas que preferencialmente se acoplam a cadeia

a ou a cadeia B.
5. Discussodes

No presente trabalho, analisamos a estrutura e participagdo das integrinas da
familia 1 em processos inflamatdrios, além do desenvolvimento de novos farmacos

a partir de moléculas com potencial inibitorio de tais proteinas.

A metodologia adotada para a caracterizagdo eletrostatica da regidao de
ligagéo foi o calculo de Poisson-Boltzmann através do software APBS, mostrando
que a regido onde os ligantes preferencialmente se acoplardo € predominantemente
eletronegativa, ou seja, hda uma maior concentracdo de residuos carregados

negativamente.

Utilizamos, para o virtual screening e Docking molecular, o software Sybyl-X.
As moléculas do subconjunto Clean Lead-like do banco de dados Zinc foram
utilizadas para o virtual screening e Docking nos receptores, ou seja, nas integrinas
da familia B1. Tais moléculas tiveram suas melhores poses calculadas e os

melhores ligantes foram obtidos em forma de escores para cada receptor.

Observou-se que os ligantes mais favoraveis apresentavam-se préximo ao
ion do dominio MIDAS, o que ja era esperado, visto que o ion Ca?* possui
importancia na estabilidade do complexo. O encaixe de um ligante nessa regido,
portanto, provavelmente levaria a um processo inibitério da atividade da integrina, o

que necessitaria ser comprovado in vivo.

As metodologias in silico utilizadas sdo bastante eficazes na simulacado de
fendmenos bioldgicos, permitindo-nos economizar tempo e recursos financeiros nos
estudos iniciais de uma grande quantidade de moléculas com potencial inibitorio. As
estratégias utilizadas foram bem executadas, porém mais tempo seria necessario
para o estudo dos ligantes e posterior criagdo de uma nova molécula com
caracteristicas estruturais favoraveis a um bom inibidor. Entretanto, sabe-se que as
moléculas encontradas possuem potencial inibitério devido as suas interagcdes com
os receptores, além dos altos numeros de escores obtidos no Docking que mostram

que o encaixe proteina-ligante € de baixa energia, podendo ser uma ligacéo
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favoravel in vivo. Entretanto, simulagdes e testes laboratoriais seriam necessarios

para confirmar o modelo.

O préximo passo do nosso trabalho sera a dinamica molecular dos melhores
complexos e sua insergdo na membrana plasmatica, a fim de mimetizar o
comportamento das integrinas com seus respectivos ligantes in vivo. Essas
simulagdes poderao trazer resultados que complementem aqueles obtidos no

Docking rigido.
6. Conclusdes

Apesar da similaridade entre os sitios de ligacdo, os ligantes apresentam

modos de ligagao distintos.

As moléculas selecionadas pela analise de Docking possuem escores altos,
mostrando que s&o ligantes favoraveis em seus respectivos receptores. Algumas
dessas moléculas possuem relagcdo com a inibicdo de integrinas envolvidas no
processo de replicagdo do Trypanosoma cruzi em humanos: N-{3-bromo-4-[(4-
fluorobenzyl)oxy]-5-methoxybenzyl}-N-{2-[(1-methyl-1H-tetraazol-5-
yh)sulfanyllethyl}amine (ID do Zinc: 8437906), ligante de a4p1, 5-(3,4-
dimethoxyphenyl)-1-(furan-2-ylmethyl)-3-hydroxy-4-[(5-methylfuran-2-yl)carbonyl]-
1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-one (ID do Zinc: 0702710) e 5-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-
hydroxy-4-[(5-methylfuran-2-yl)carbonyl]-1-(tetrahydrofuran-2-ylmethyl)-1,5-dihydro-
2H-pyrrol-2-one (ID do Zinc 0702716) ligantes de a5B1.

Além disso, aparentemente a maioria das moléculas listadas como ligantes
possuem caracteristicas hidrofébicas, apesar de sua exposi¢ao ao solvente. Os
residuos da molécula 3-allyl 5-(tetrahydro-2-furanylmethyl) 4-{3-nitrophenyl}-2,6-
dimethyl-1,4-dihydro-3,5-pyridinedicarboxylate (id ZINC 8439426) que apresentam
ligacbes de hidrogénio com a integrina avf1 sdo aminoacidos acidos, ou seja,
carregados negativamente, o que comumente ocorre devido a presenga do ion Ca?
positivamente carregado na regido. A maioria dos ligantes encontrados esta
localizada proximo ao cation Ca®* no motivo MIDAS, além de se localizarem na
regido intercadeia, sendo possiveis inibidores de moléculas que se ligam
preferencialmente as cadeias a ou 3.
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