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    1 Introdução


    Abordagens computacionais para a resolução de problemas científicos estão se tornando uma prática cada vez mais comum em laboratórios, universidades e centros de pesquisas em todo o mundo, em diversas áreas do conhecimento. Com o surgimento de computadores capazes de processar e calcular uma grande quantidade de dados de forma rápida e simples e que extrapolasse a capacidade do ser humano de realizar tais tarefas teve-se então a conveniência de unir essa potente ferramenta para concepção e o estudo de modelos científicos. Umas das áreas que mais se beneficiou com essa união foram às Ciências Biológicas, de forma que tudo começou com o estudo de proteínas.


    1.1 A União da Computação às Biociências


    Segundo Hagen (HAGEN, 2000), essa união surgiu com a clara perspectiva que os pesquisadores tiveram de como tecnologias computacionais, matemática e conceitos de biologia estrutural e molecular poderiam ser proveitosas, combinadas para responderem questões fundamentais nas ciências biológicas. Em seu trabalho, Hagen cita três fatores importantes que influenciaram o surgimento da bioinformática no início dos anos 60:


    O primeiro fator citado é referente à grande quantidade de informações de sequências de aminoácidos que vinha surgindo na época devido ao massivo esforço dos cientistas para desvendar a estrutura primária de proteínas. Junto com essas informações, surgiam diversas questões a serem solucionadas que, sem a capacidade de processamento de computadores digitais, eram impossíveis - ou improváveis - de serem respondidas.


    O segundo fator, era a ideia que surgia na época e causava grandes discussões, de que as macromoléculas biológicas continham informações em suas estruturas tridimensionais. Essa ideia de que há uma relação intrínseca entre estrutura-função de macromoléculas biológicas já é mais que aceita e corroborada nos dias de hoje, contudo, na década de sessenta, isso não era totalmente aceito e tornou-se parte central do quadro da biologia molecular e estrutural da época.


    O terceiro fator foi a grande evolução que ocorreu com os computadores na época pós-segunda guerra. Enquanto os computadores pré-guerra eram analógicos, pouco funcionais e difíceis de manusear, poucos pesquisadores tinham interesse em trabalhar com essa ferramenta. Durante a Segunda Grande Guerra (1939-1945), as tecnologias de informação tiveram um impulso grande de desenvolvimento, onde elas eram utilizadas como armas estratégicas pelos exércitos.


    Com o fim da guerra, os computadores digitais desenvolvidos como arma foram então disponibilizados ao uso civil, e nessa época, toda grande universidade possuía pelo menos um computador para realizar cálculos e predições. A partir daí, e com o surgimento da primeira linguagem de programação de alto nível FORTRAN, criada pela IBM em 1957, que em relação às linguagens anteriores era relativamente fácil por dispensar o conhecimento de linguagem de máquina, propiciou o início e encorajou o crescimento da biologia computacional.


    Os computadores eram utilizados para auxiliar no estudo estrutural de macromoléculas, logo, poder observar e manipular as estruturas tridimensionais de proteínas computacionalmente tornaria o trabalho bem mais prático do que observar através das antigas representações físicas, como modelos de bola e bastão e estruturas em “brass-wire”. Para isso, em 1964 Cyrus Levinthal (LEVINTHAL, 1966) desenvolveu um sistema acoplado a um osciloscópio que permitia a manipulação de estruturas de macromoléculas. Em 1965, Carroll K. Johnson desenvolveu na linguagem FORTRAN, o ORTEP (Oak Ridge Thermal-Ellipsoid Plot Program) (JOHNSON, 1965), e muitos cristalógrafos passaram a utilizar este programa para criar representações de suas estruturas, que tinha a vantagem de apresentar imagens estereoscópicas. Após o ORTEP (que ainda teve a segunda e a terceira edições), aparecem vários outros programas para representação computacional de estruturas de macromoléculas, como o RasMol em 1993 (SAYLE; MILNER-WHITE, 1995) e o Chime em 1996, que já possibilitava o movimento das moléculas com o mouse. Hoje é possível encontrar bons programas gratuitos para representação e manipulação de macromoléculas, como o VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996), PyMol (SCHRÖDINGER, LLC, 2010) e o Chimera (PETTERSEN et al., 2004).


    Entretanto, a biologia computacional não era apenas utilizada para o estudo de proteínas, e logo que começaram a realizar estudos estruturais em ácidos nucleicos e as primeiras sequências de DNA apareceram, programas foram escritos para o estudo genético in silico. O primeiro genoma a ser sequenciado foi o do retrovírus


    

    

    

    

    

    1.2 Docking Molecular do Tipo Ligante-Receptor
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    1.4 Integrinas: Aspectos Estruturais e de Reconhecimento


    

    

    

    

    
      
        

        

        

        
      

      
        
          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        

      

      
        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        


        
          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          

          	
            
          
        

      
    


    

    

    

    

    

    

    1.5 Integrinas: Aspectos Estruturais sobre Sinalização e Ativação


    

    

    

    

    

    1.5.1 Sinalização “inside-out”


    

    

    

    

    1.5.2 Sinalização “outside-in”


    

    

    1.6 Antagonistas de Integrinas: Desintegrinas


    

    

    

    

    

    

    

    

    

    
  


  
    Apêndice A


    Gráficos contendo a regressão linear quadrática de cada complexo resultante, mostrando o CoMFFA.


    • A9a
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    • KGD
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    • KTS
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    • MLD
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    • RGD
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    • VGD
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    • WGD
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    Apêndice B


    Análiise estrutural dos melhores resultados obtidos nos experimentos de atracamento.


    Para a integrina α6β1
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    Figura 27 Complexos KGD-α6β1. Α6 na cor azul e β1 na cor verde. As ligações de hidrogênio, interações hidrofóbicas e interações eletrostáticas são representadas em linhas amarelas e suas distâncias em angstrons. A) Representação da convergência de resultados para o programa AutoDock. O resíduo Glu256 é mostrado com superfície em vermelho, os ligantes em linhas e na cor laranja e as duas subunidades da integrina também são representadas em sua superfície. B) Resultado também do programa AutoDock, agora mostrando as interações resíduo-específicas que ocorrem. C) Resultado obtido do programa DockThor, onde são mostradas suas interações com os resíduos da subunidade beta. D) Resultado obtido do programa SwissDock, mostrando seus pontos de interação.
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    Figura 28 Complexo integrina α6β1-KTS obtido pelo programa DockThor. O ligante KTS é mostrado em dourado e as cadeias laterais da integrina em verde.
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    Figura 29 Complexo α6β1-MLD. Em verde estão a subunidade β1 e em linhas amarelas as interações intermoleculares A) 10 primeiros resultados do programa AutoDock. Os ligantes estão representados em linhas e a integrina em superfície. Os ligantes foram separados em dois grupos de acordo com suas convergências de localização; em vinho com as cadeias laterais para esquerda e em roxo com as cadeias laterais próximas ao ADMIDAS. B) e C) Resultado do programa AutoDock, mostrando interações entre o MLD (branco) e as cadeias laterais da subunidade β3 (verde). D) e E) Resultado do programa DockThor. Duas conformações diferentes mostradas em roxo e cinza. F) Resultado do programa SwissDock. Ligante representado em azul claro.
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    Figura 30 Resultados do programa DockThor. Complexo α6β1-RGD. A) Convergência de boa parte dos primeiros 10 resultados, em laranja e em linhas estão representados os tripeptídeos RGD e em superfície azul a subunidade α6 e em verde a subunidade β1. Em superfície vermelha o resíduo Glu256. Os metais são representados em bolas e na cor azul marinho. B) Zoom da interação entre o AspRGD com o metal MIDAS e interações polares que ocorrem com resíduos próximos ao metal. C) Ligações de hidrogênio entre a Ser163 e o grupo hidroxila do AspRGD. D) Interações eletrostáticas e ligações de hidrogênio entre a cadeia lateral da ArgRGD com o Glu256 da integrina. E) Interações entre o grupamento carboxila do RGD com o ADMIDAS e ligações de hidrogênio com o Asp195 da integrina.


    
      [image: ]
    


    Figura 31 A) Resultado do programa AutoDock. O ligante é representado em “sticks” na cor laranja e a integrina em verde. São mostradas ligações de hidrogênio e interações eletrostáticas em linhas pontilhadas amarelas. B) Resultado do programa SwissDock. O ligante é representado em “sticks” na cor cinza.
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    Figura 32 A) B) C) D) Resultados do programa AutoDock. A) Integrina α6β1 mostrada em sua superfície; tripeptídeo VGD representado em “sticks” e em cinza se acomodando em um “pocket” de interação. B) Detalhes da interação das estruturas mostrada em a), com o ligante na cor marrom, resíduos da subunidade alpha em azul e da subunidade beta em verde. C) Sete conformações em um sítio de ligação. D) Detalhes das interações mostradas em c) com o ligante representado em rosa. E) Resultado do programa DockThor. F) Resultado do programa SwissDock.
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    Figura 33 A) Resultado do programa AutoDock para o tripeptídeo WGD (dourado); em detalhes as interações entre os resíduos de aminoácidos da subunidade β1 (verde). Em linhas tracejadas amarelas estão representados os pontos de interação. B) Mesma conformação representada em a), porém, representada pelos raios de van der Walls de cada átomo. C) Resultado do programa DockThor. D) Resultado do programa SwissDock; em detalhes os pontos de interação com as subunidades α6 (verde) e β1 (azul).
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    Figura 34 Resultados do programa AutoDock. A) A superfície da integrina αVβ3 é representada em cinza e os resíduos D150 e D218 são representados em vermelho e o MIDAS em bola e azul. Nesta imagem é mostrada a convergência da maioria das conformações resultantes para o AutoDock. Os ligantes são representados em verde e em “sticks”. B) Está representada em detalhes a interação da conformação de menor energia. Os contatos são representados em linhas pontilhadas amarelas. O ligante é representado em laranja.
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    Figura 35 Resultado da predição do programa DockThor. A subunidade αV é representada em “cartoon” e na cor azul; a subunidade β3 em verde. Os resíduos em contato são representados em “sticks”. O ligante é representado em marrom e em “sticks”. Os metais em bolas e azul marinho.
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    Figura 36 A) Resultado do programa AutoDock, mostrando em detalhes a interação entre o ligante RGD com a integrina αVβ3; a cadeia αV é mostrada em roxo e a β3 em verde; o ligante na cor laranja. B) Resultado do programa DockThor da interação do ligante RGD (roxo), com a integrina αV (azul) β3 (verde). C) Resultado do programa SwissDock para a interação do RGD (azul) com a integrina αV (lilás) β3 (verde).


    
      [image: ]
    


    Figura 37 A) Resultado do programa DockThor. O KTS é apresentado na cor amarelo. B) Resultado do programa AutoDock; o ligante é apresentado em azul claro.
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    Figura 38 a) Detalhes da interação de uma conformação predita pelo programa AutoDock. O ligante é representado em lilás a cadeia αV em azul e a β3 em verde. b) Resultado do programa DockThor, o ligante é representado na cor laranja.
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    Figura 39 Conjunto de cinco conformações dos resultados dos programas. As conformações do AutoDock são representadas na cor verde, do DockThor na cor azul e do SwissDock na cor magenta. A integrina é apresentada em sua superfície na cor cinza. o MIDAS é representado em bola e na cor azul marinho.
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    Figura 40 Integrina αV (azul) β3 (verde) A) Resultado do programa DockThor. Ligante na cor roxa. B) Resultado do programa AutoDock. Ligante na cor laranja. C) Resultado do programa SwissDock. Ligante na cor marrom.
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    Figura 41 Resultado do programa AutoDock. A) Integrina αVβ3 representada em superfície na cor cinza, o metal MIDAS em bola e azul marinho e o ligante em vinho com uma de suas cadeias laterais inserida em uma cavidade da integrina. B) Detalhes da interação da conformação em (a).
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    Figura 42 A) Resultado da predição do programa DockThor. Ligante representado na cor azul claro. B) Resultado do programa SwissDock. Ligante representado na cor rosa.
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