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Resumo

A interacdo entre a fibronectina e a integrina VLA-4 tem sido cada vez mais estudada por sua
influéncia em processos oncogénicos. Alguns medicamentos atualmente disponiveis sdo
capazes de blogquear essa interacdo, mas ndo de forma especifica, 0 que pode levar a efeitos
imunossupressores indesejados. Este trabalho busca elucidar um possivel novo modo de
interacdo entre a fibronectina e a integrina VLA-4. A metodologia empregada foi o docking
molecular usando modelos tridimensionais cristalograficos dessas moléculas. Os resultados
sugerem que o fragmento de fibronectina FNIII-14 interage em um sitio distinto de VCAM-1 e
de outros fragmentos de fibronectina. Isso torna possivel desenvolver um biofarmaco capaz de
modular a interacdo entre VLA-4 e fibronectina de forma especifica, evitando alguns dos efeitos
imunossupressores associados aos farmacos existentes no mercado.
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1 INTRODUCAO

O céncer é uma doenca caracterizada pela proliferacdo excessiva de células anormais.
Esta proliferacdo pode levar a morte de células saudaveis proximas e afetar tecidos distantes,
caso estas células anormais alcancem a corrente sanguinea. E esperado que o cancer se torne a
principal causa de mortes mundialmente ainda no século XXI, o que implica na extrema
importancia de desenvolver estudos sobre 0s processos oncogénicos e a criacdo de meios de
conté-los (BRAY et al., 2018).

Um dos fatores que torna o cancer tdo perigoso € a série de mecanismos que as células
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tumorais usam para potencializar o seu crescimento e para resistir a ataques do sistema

imunoldgico. Esses mecanismos tém sido um grande alvo de estudos, por conta da possibilidade
de se criar farmacos capazes de inibir o funcionamento desses mecanismos. Um dos
mecanismos mais estudados é a angiogénese, processo no qual células tumorais estimulam a
criacdo de novos vasos sanguineos capazes de nutrir o tumor. Por conta da vascularizagdo do
tumor causada por esse mecanismo, acaba sendo facilitada a metastase, onde células do tumor
entram na corrente sanguinea e levam ao surgimento de novos tumores em tecidos distantes do
tumor primario (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Estudos recentes sugerem que 0s processos de angiogénese e metastase sofrem
influéncia de intera¢6es entre integrinas do tipo VLA-4 (receptores transmembranares presentes
em diversas células, como os leucdcitos) e a fibronectina (componente da matriz extracelular).
Um farmaco capaz de modular essa interacdo poderia, portanto, ajudar a combater o
crescimento do tumor e diminuir a probabilidade de uma metastase (DE LA FUENTE et al.,
1999; KAPLAN et al., 2005; SCHLESINGER; BENDAS, 2015).

No entanto, o Unico farmaco atualmente disponivel capaz de bloquear essa interacdo é
o Natalizumab, um anticorpo monoclonal que possui um forte efeito imunossupressor, podendo
causar Leucoencefalopatia Progressiva Multifocal, doenca neurodegenerativa potencialmente
fatal (HAANSTRA et al., 2013; POLMAN et al., 2006). Esse efeito esta relacionado ao fato de
que o Natalizumab age se ligando ao epitopo B da subunidade o4 da VLA-4 (que é composta
pelas subunidades a4 e B1), regido importante ndo so6 para a interacdo desse receptor com a
fibronectina, mas também com varios outros ligantes, como VCAM-1 (YU; SCHURPF;
SPRINGER, 2013). A presenca de um anticorpo nessa regido dificulta essas interaces e,
portanto as diversas funcdes celulares que dependem delas, sendo destacadas a adesdo e
transmigracdo endotelial de leucocitos, processos fundamentais para o0 sistema imune
(ESCUDERO, 1998; MITTELBRUNN et al., 2004; MUNOZ et al., 1996).

Estudos da década de 1990 mostraram que a VLA-4 (e outras integrinas a4) possui um
outro epitopo na subunidade o4, denominado epitopo A, cujo bloqueio também provoca a
inibicdo da interacdo entre VLA-4 e fibronectina, mas sem afetar a interacdo entre VLA-4 e
VCAM-1. Porém, ao contrario da interacdo entre VCAM-1 e o epitopo B, ndo se sabe como
exatamente ocorre a interacédo entre fibronectina e o epitopo A de VLA-4, sendo desconhecidos
os residuos de amino&cidos, ou mesmo a subunidade da fibronectina responsavel pela interacao

nessa regido do receptor. A falta de informac@es a respeito das caracteristicas dessa interacéo
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dificulta a criacdo e otimizagdo de novos anticorpos (MUNOZ et al., 1996; PULIDO et al.,
1991).

Estudos experimentais mostraram que o bloqueio deste epitopo impede que este interaja
com o fragmento FN-40 da fibronectina, composto pelas subunidades FNIII-12, 13, 14, e CS-
1. Sabe-se que o fragmento CS-1 € responsavel pela interagdo da fibronectina com o epitopo B,
por conta da presenca da sequéncia LDV (sequéncia de aminoacidos composta de leucina,
aspartato e valina). As outras trés subunidades presentes nesse fragmento compdem uma regido
da fibronectina denominada Hep-I1, que possui duas sequéncias capazes de interagir com VLA-
4: PRARI e IDAPS (consistindo em prolina-arginina-alanina-arginina-isoleucina e isoleucina-
aspartato-alanina-prolina-serina, respectivamente), ambas presentes na subunidade FNIII-14
(CLEMENTS et al., 1994; MISSIRLIS et al., 2017; SHARMA, 1999). E possivel, portanto,

que a subunidade FNIII-14 da fibronectina interaja diretamente com o epitopo A de VLA-4.

Nos Ultimos anos, a popularizagdo do uso de ferramentas de bioinformatica tem
permitido estudos aprofundados a respeito de interacdes proteina-proteina e o desenvolvimento
de novos farmacos de forma mais rapida e com menor custo. As diversas metodologias in silico
(baseadas em ferramentas computacionais) usadas nesse campo cientifico permitem obter uma
série de dados a respeito de interacfes proteina-proteina antes mesmo da reproducdo das
mesmas em laboratério, permitindo que haja um direcionamento melhorado destes
experimentos, 0 que leva a reducdo dos custos relacionados a insumos laboratoriais (TARI,
2012). A tecnica de docking, por exemplo, permite, entre outras coisas, prever
computacionalmente o modo de interagdo entre proteinas, algo que antes seria possivel apenas
com a aplicagdo de técnicas experimentais de alto custo, como a cristalografia por raios-x
(ZHANG et al., 2016).

Este trabalho busca analisar um novo modo de interacdo entre a fibronectina e o epitopo
A de VLA-4, utilizando para isso métodos in silico, como o docking, sendo testada aqui a

hipdtese de que a subunidade FNIII-14 é a responsavel por essa interagéo.

2 METODO

Neste trabalho, foi feito o docking das estruturas tridimensionais da subunidade FNIII-

14 da fibronectina com 4 modelos representando diferentes estados conformacionais da
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“cabega” da VLA-4 (parte do receptor responsavel pela interacdo com ligantes). Os modelos da

“cabeca” da VLA-4 foram produzidos por pesquisadores do Instituto Oswaldo Cruz, sendo um
dos modelos (denominado “model”) representativo de uma estrutura produzida inicialmente
através de técnicas de modelagem comparativa e posterior minimizagao energética. Os outros
3 modelos (states 1, 2 e 3) representam estados conformacionais deste modelo inicial que foram
observados ao longo de uma dindmica molecular. Em todos os esses modelos, o epitopo A é
localizado nos residuos de 1 a 100 (VASCONCELOS, 2017). O modelo de FNI1I-14 foi obtido
a partir de uma estrutura cristalografica presente no banco de dados PDB (codigo 3R8Q). Neste
modelo, as sequéncias IDAPS e PRARI localizam-se nos residuos de 183 a 187, e de 203 a 213,

respectivamente.

O docking foi realizado com o uso do servidor de docking cego ClusPro. O ClusPro é
um programa de docking cego, onde ndo ha uma conformacao especifica sendo favorecida por
meio de dados fornecidos pelo usuario (em contraste a programas de docking dirigido). Este
programa baseado em servidor online gera uma série de estruturas diferentes para 0 complexo
proteico, que sdo classificadas por duas pontuacdes principais: nimero de membros do cluster
e o lowest energy do cluster. O nimero de membros de um cluster representa 0 nimero de
estruturas individuais em um grupo de estruturas (ou cluster) com conformacdes semelhantes
entre si. O lowest energy, ou LE, é o valor da energia do complexo de menor energia presente
nesse cluster (BRENKE et al., 2012; KOZAKOQV et al., 2018; VAJDA et al., 2017; ZANTO et
al., 2011). Um estudo demonstrou que o ClusPro € capaz de prever corretamente poses de
docking envolvendo integrinas com alto grau de confianca quando o cluster de menor LE tem
um LE pelo menos 5% mais baixo que o do cluster com segundo menor LE. Os pesquisadores
chamaram isso de “A regra dos 5% do ClusPro” (CHAVES et al., 2020). Por isso, nesse trabalho
foram considerados confiaveis apenas os resultados onde o cluster com menor LE atende a

“regra dos 5% do ClusPro”.

Os resultados foram analisados com ajuda do servidor COCOMAPS, capaz de detectar
0s contatos entre os residuos das duas moléculas que compdem o complexo proteico. Ele foi
usado para determinar quais residuos de FNIII-14 estdo interagindo com VLA-4 e em que
regido de VLA-4 esta interacdo estd ocorrendo, e dar informacdes adicionais a respeito dos
tipos de interagdes envolvidos e sobre quais regides do ligante (FNIII-14) estdo interagindo
com quais regides do receptor (VLA-4) (VANGONE et al., 2011). Também foi usado na analise
dos resultados e na producéo de imagens da estrutura do complexo o programa de visualizagdo

PyMOL. Esse programa permitiu calcular as areas de interface entre o epitopo A de VLA-4 e
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as regides de FNIII-14 que contém as sequéncias PRARI e IDAPS atraves do uso da funcao

get_area. Valores de area de interacdo proximos de zero indicariam a auséncia de uma interagédo
entre essas regides (SCHRODINGER, LLC, 2015). Foram consideradas apenas as interacoes
de FNIII-14 com a subunidade o4, pois a subunidade B1 ndo é relevante para a potencial
interacdo, dado que os efeitos do bloqueio do epitopo A também foram verificados em
integrinas com e sem essa subunidade (SANCHEZ-MADRID et al., 1986).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Docking

O docking de FNIII-14 com os quatro modelos de VLA-4 no ClusPro produziu 0s
resultados mostrados na Tabela 1. Os valores mostrados na tabela representam a pontuacgéo das
estruturas de menor e segunda menor energia presentes nos respectivos clusters, que por sua

vez sdo identificados pelos numeros entre parénteses.

Tabela 1. Resultados dos dockings de FNIII-14 com VLA-4 no ClusPro.

Modelo de VLA-4 | 1° Lowest Energy (cluster) | 2° Lowest Energy (cluster) | Diferenga > 5%?
Model -788,8 (4) -783,7 (15) Né&o
State 1 -850,2 (6) -812,0 (1) Né&o
State 2 -840,2 (0) -787,7 (1) Sim
State 3 -741,8 (4) -693,4 (0) Sim

Fonte: Autores, 2021.

Quando o fragmento FNIII-14 foi submetido a docking com os modelos de VLA-4
“Model” e “State 17, a diferencga entre o menor LE e o segundo menor LE observados entre os
clusters de estruturas produzidos foi menor que 5%. Por isso, estes resultados ndo foram

considerados confiaveis e ndo foram analisados de forma mais aprofundada.

Quando o fragmento FNIII-14 foi submetido a docking com os modelos de VLA-4
“State 2” e “State 3”, a diferenga entre o menor LE e o segundo menor LE observados entre os
clusters de estruturas produzidos foi maior que 5%, sendo estes resultados considerados

confidveis. Por atenderem a regra dos 5% do ClusPro, as estruturas dos dois complexos de
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FNITI-14/VVLA-4 representativos dos clusters com menor LE destes resultados foram analisadas

as sequir.

3.2 Anélise da pose com modelo State 2
3.2.1 Area de Interface

Foi calculada a area de interface entre as sequéncias PRARI e IDAPS de FNIII-14, e
VLA-4, sendo encontrada uma area de 557,3 A2, A figura 1 mostra a interface de interacio
entre as regibes PRARI e IDAPS (ambas em laranja) de FNIII-14 (em azul) e o epitopo A (em
vermelho) de VLA-4 (em verde).

Figura 1. Detalhe da interacdo entre FNIII-14 e VLA-4 no complexo com VLA-4 State 2.
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Fonte: Autores, 2021.

3.2.2 Andlise de contatos

A andlise de contatos desse complexo pelo servidor COCOMAPS produziu as figuras 2
e 3, onde FNIII-14 é denominada “Molecule 2” e a subunidade a4 de VLA-4 é denominada
“Molecule 1”. As cores dos pontos representam as distancias entre o0s residuos, com as cores

azul, verde, amarelo e vermelho representando distancias iguais ou menores que 16, 13, 10e 7
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angstroms, respectivamente. Essa analise mostrou que a grande parte das interacdes entre a

FNIII-14 e a VLA-4 envolvia residuos das sequéncias IDAPS e PRARI e os residuos do epitopo
A (figura 2). Também foi observado que as interacbes quase sempre envolviam residuos
hidrofilicos, havendo um nuUmero relativamente pequeno de interacBes hidrofébica-

hidrofdbicas (figura 3).

Figura 2. Mapa de contatos e distancias entre FNII1-14 e VLA-4 no complexo com VLA-4 State 2.
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Fonte: Autores, 2021.

Figura 3. Resumo das interacdes entre FNII1-14 e VLA-4 no complexo com VLA-4 State 2.

Title Value
Number of interacting residues Moleculel 50
Number of interacting residues Molecule2 44
Number of hydrophilic-hydrophobic interaction 105
Number of hydrophilic-hydrophilic interaction 90
Number of hydrophobic-hydrophobic interaction 22

Fonte: Autores, 2021.
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3.3 Analise da pose com modelo State 3
3.3.1 Area de Interface

A érea de interface calculada para este complexo foi de 521,8 A2 A figura 4 mostra a
interface de interacdo entre as regides PRARI e IDAPS (ambas em laranja) de FNIII-14 (em

azul) e o epitopo A (em vermelho) de VLA-4 (em verde).

Figura 4. Detalhe da interagdo entre FNIII-14 e VLA-4 no complexo com VLA-4 State 3.

Fonte: Autores, 2021.

3.3.2 Andlise de contatos

Novamente, a analise com o servidor COCOMAPS mostrou que grande parte das
interagcdes entre a FNIII-14 e a VLA-4 envolvia residuos das sequéncias IDAPS e PRARI e os
residuos do epitopo A (figura 5). Assim como no complexo com a VLA-4 State 2, foi observado
que as interacdes quase sempre envolviam residuos hidrofilicos, havendo um numero

similarmente pequeno de interacdes hidrofébica-hidrofébicas (figura 6).
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Figura 5. Mapa de contatos e distancias entre FNII1-14 e VLA-4 no complexo com VLA-4 State 3.
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Fonte: Autores, 2021.

Figura 6. Resumo das interacdes entre FNII1-14 e VLA-4 no complexo com VLA-4 State 3.

Title Value
Number of interacting residues Moleculel 25
Number of interacting residues Molecule2 21
Number of hydrophilic-hydrophobic interaction 37
Number of hydrophilic-hydrophilic interaction 44
Number of hydrophobic-hydrophobic interaction 6

Fonte: Autores, 2021.

3.3 Discussdo

As analises mostraram que os complexos produzidos pelo docking de FNIII-14 tanto
com a VLA-4 State 2 como com a State 3 possuiam caracteristicas de interacdo semelhantes.
Nos dois casos, residuos das sequéncias IDAPS e, especialmente, PRARI de FNIII-14

interagiam predominantemente com residuos do epitopo A de VLA-4. O predominio de
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interacdes envolvendo residuos hidrofilicos é consistente com a hipotese de que estas

sequéncias sdo importantes para a interacdo entre a fibronectina e a VLA-4, dado que a maioria
dos amino&cidos que fazem parte destas sequéncias sdo capazes de formar pontes salinas ou

ligagGes de hidrogénio.

Em ambos os casos, residuos da regido da sequéncia PRARI tenderam a produzir
contatos mais proeminentes que os da sequéncia IDAPS, indicando que esta sequéncia pode ser
a mais importante entre as duas (Figuras 2 e 5). Isso corrobora os resultados obtidos por um
estudo que observou que os residuos 89 e 90 do epitopo A sdo de grande importancia para a
interacdo FN-40/VLA-4, dado que estes residuos especificos sdo carregados eletronicamente e,
portanto, capazes de formar pontes salinas com as argininas (R) da sequéncia PRARI (MUNOZ
etal., 1996). Estes resultados também estdo de acordo com um estudo experimental que atribuiu
a sequéncia PRARI uma maior importancia sobre efeitos causados pelo fragmento Hep-11 em
células in vitro do que a sequéncia IDAPS (GONZALEZ et al., 2009).

4 CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados estdo de acordo com a hipotese de que a subunidade
FNIII-14 da fibronectina € a responsavel pela interacdo desta com o epitopo A da integrina
VLA-4, com ambos os complexos viaveis produzidos por docking apresentando esta interacao.
O destaque da sequéncia PRARI da fibronectina como um elemento importante para essa
interacdo pode facilitar o desenvolvimento de novos farmacos capazes de inibi-la de forma
especifica, uma abordagem inédita no tratamento do cancer. No entanto, esses resultados sao
limitados, sendo necessarios testes mais aprofundados para testar melhor essa hip6tese, como,

por exemplo, a realizacao de simulacdes de dinamica molecular e de testes laboratoriais in vitro.
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