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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Estudos sobre a funcio da subunidade a4 de integrina em células T:

inativacdo génica e insercao de polimorfismos de nucleotideo Unico no gene ITGA4

RESUMO

As integrinas sdo a principal familia de proteinas de superficie celular mediadoras de interacGes
intercelulares e com a matriz extracelular (ECM). Com isso, elas desempenham funcdes em processos
celulares distintos, como a diferenciacao, proliferacdo, morte e resposta imune. Além disso, variacdes
nas regides reguladoras e nas sequéncias génicas parecem estar relacionadas com mudangas nos niveis
de expressdo das integrinas. Nesse sentido, estudos sobre os polimorfismos de base Unica (SNPs; do
inglés, single nucleotide polymorphisms) sdo considerados centrais para o entendimento de doencas
inflamatorias e autoimunes relacionadas a essas proteinas. Visando estudar o papel da integrina 04 na
biologia dos linfocitos T, definimos duas estratégia experimentais: i) gerar por CRISPR/Cas9 uma
linhagem de células Jurkat deficiente geneticamente em ITGA4 (ITGA4-KO); ii) identificacdo de SNPs
do gene ITGA4 e analise in silico do impacto da insercdo desses SNPs sobre a relacdo estrutura-fungéo
da integrina VLA-4.Surpreendentemente, a caracterizagéo inicial por sequenciamento massivo de RNA
(RNA-Seq) revelou que a auséncia da integrina a4 modula 443 genes associados & morte celular. Dessa
forma, buscando compreender o papel dessa integrina e de suas variantes na regulacdo de processos
celulares e mecanismos moleculares relacionados a sobrevivéncia celular, decidimos investigar o
impacto da auséncia da integrina a4 na linhagem deficiente em ITGA4 em condicgdes de estresse por
privacdo de soro. Nossos achados indicam que as células mutantes parecem ser mais suscetiveis a
auséncia de nutrientes. Em comparacdo as células selvagens, a linhagem ITGA4-KO apresentou uma
frequéncia de apoptose inicial duas vezes maior apds 48 horas sem soro fetal bovino no meio de
cultura. Contudo, nds observamos um aumento do ndmero de vactolos nas células mutantes para
ITGA4 em relacdo as células selvagens apds 48 horas de privacdo de nutrientes, o que sugere autofagia.
Provavelmente, o mecanismo pelo o qual a subunidade 04 modula a sobrevivéncia celular esta
relacionado a sua interacdo com outras proteinas. Por sua vez, com o intuito de avaliar a relevancia das
interagdes estruturais da subunidade 04 de integrinas, nds analisamos variantes de nucleotideo Unico
em substituicdo a sequéncia referéncia. Nossos achados preliminares por bioinformatica revelaram a
existéncia de um total de 21.506 SNPs no gene ITGA4 em Homo sapiens. Entre os SNPs néo-
sindnimos, identificamos duas substituicdes, rs35322532 (R1007S) e rs13029893 (S634T),
possivelmente deletérias. Em seguida, realizamos docking molecular das subunidades a4, sem
alteracdes ou contendo as variacdes R1007S e S634T, contra as trés principais proteinas que interage,
fibronectina, VCAM-1 e paxilina. A variante R1007S obteve os melhores parametros de encaixe com a
paxilina, enquanto a variante S634T teve o resultado mais favoravel contra o segmento IIICS da
fibronectina. Os polimorfismos em diferentes por¢des da subunidade a4 parecem produzir um aumento
de afinidade aos seus ligantes naturais. Em conjunto, nossos estudos apontam para a possivel relevancia
da integrina VLA-4 na sobrevivéncia de células T, assim como para o impacto de SNPs especificos na
relacdo estrutura-funcdo dessa integrina, com potencial efeito sobre o papel funcional de células T em
condicdes fisioldgicas e patoldgicas.



INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Studies on the function of integrin a4 subunit in T cells:
gene inactivation and insertion of single-nucleotide polymorphisms in the ITGA4 gene

ABSTRACT

Integrins are the main family of cell surface receptors, acting as mediators of intercellular interactions
and with the extracellular matrix (ECM). As a result, they perform functions in different processes,
including cell differentiation, proliferation, apoptosis and immune response. In addition, changes in
expression levels of integrins seem to be related to variations in gene regulatory or coding sequences.
Therefore, single nucleotide polymorphisms (SNPs) are considered of fundamental importance to
understand integrin-associated inflammatory or autoimmune diseases. We have decided two
experimental strategies to study the role of o4 integrin in T lymphocyte biology: i) generate by
CRISPR/Cas9 a genetically 1TGA4-deficient Jurkat cell line (ITGA4-KO); ii) ITGA4 SNPs
identification and in silico evaluation of SNPs insertion in this gene on structure-function of VLA-4.
Surprisingly, characterization by massive sequencing of RNA (RNA-Seq) have shown that loss of a4
integrin modulates 443 cell death-associated genes. Aiming to comprehend de role of this integrin and
its variants on regulation of biological processes and molecular mechanisms related to cell survival, we
decided to investigate the impact of a4 integrin in ITGA4-deficient Jurkat cell line under stress by
serum deprivation. Indeed, serum-starved ITGA4-deficient cells were more susceptible to early
apoptosis than wild type cells upon 48 h of incubation. However, we found that ITGA4-mutant cells
showed an increased number of cytoplasmic vacuoles after this period, which suggests that loss of
ITGA4 make cells more prone to autophagy. Probably, the cell survival mechanism modulated by o4
subunit is related to its interaction with other proteins. Moreover, aiming to dissect structural
interactions of the o4 integrin subunit, we have analyzed single nucleotide (SNP) variants by
bioinformatics and found the existence of a total of 21.506 SNPs in the ITGA4 gene of Homo sapiens.
Among non-synonymous SNPs, we identified two substitutions, rs35322532 (R1007S) and rs13029893
(S634T), possibly deleterious. Then, we performed molecular docking of the wild type and the R1007S
and S634T variants into its three major ligands, fibronectin, VCAM-1 and paxillin. The R1007S variant
produced the best fit parameters with paxillin, while the S634T variant showed the most favorable
result against the fibronectin 111CS segment. Therefore, it seems the a4 subunits with SNPs alterations
bind better to their ligands, suggesting an affinity improvement of these interactions. Altogether, our
studies indicate to a probable relevance of VLA-4 integrin in the cellular survival process, as well as
the SNP impact on structure and function relationships of this integrin, with potential effect under cell
T physiological and pathological conditions.
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INTRODUCAO

As integrinas sdo uma familia de receptores de superficie celular com papel central na adeséo
intercelular e a matriz extracelular. Dessa forma, exercem fungdes essenciais em processos fisioldgicos
e patoldgicos. As integrinas sdo constituidas por duas subunidades, o e B. Em mamiferos, sdo
encontradas 19 subunidades a e 8 subunidades B, que se combinam para formar 25 heterodimeros
diferentes (1,2). Além disso, essas moléculas podem ser divididas em classes de acordo com 0s seus
ligantes: receptores da sequéncia tripeptidica (RGD), receptores de colageno, receptores de laminina e
receptores especificos de leucdcito (3). Esses receptores permitem a transducdo de sinais
bidirecionalmente, de fora para dentro (sinalizacdo outside-in) e de dentro para fora (sinalizacéo inside-
out). A interagdo com biomoléculas resulta na alteracdo da conformacédo estrutural das integrinas, assim
permitindo uma maior afinidade aos seus ligantes naturais (4). Essas proteinas sdo capazes de ativar
diversas vias de sinalizacdo intracelulares, modulando diferentes processos biologicos, como a
proliferacdo, a sobrevivéncia e a morte celular, a diferenciacéo e a expressao génica. Por exemplo, as
integrinas medeiam sinais que podem bloquear a apoptose de células normais pelas vias das proteinas
P13-quinase e Akt, enquanto estimulam a progressao do ciclo celular pela via de Erk (3). Em particular,
devido a sua participa¢do na transmigracao leucocitaria, a integrina VLA-4 tem sido utilizada como
alvo do biofarmaco natalizumabe. Esse anticorpo monoclonal foi o primeiro antagonista seletivo para a
subunidade a4 das integrinas (5). Esse medicamento, comercializado com o nome de TYSABRI®, é
indicado para o tratamento de esclerose multipla e doenca de Crohn (6). Entretanto, ndo ha uma
correlacdo clara entre a estrutura molecular da proteina e o seu papel biologico determinado pelos
mecanismos moleculares que podem ser desencadeados devido a sua inibicdo ou ativacdo. Nesse
contexto, a predicdo e o entendimento dos efeitos oriundos de variacGes genéticas tem sido muito
importante para a selecdo de polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs) em estudos genéticos e para o
entendimento de bases moleculares de doencas (7). Os SNPs sdo as variacdes genéticas mais comuns
em humanos, as quais se caracterizam por um sitio onde existe a alternancia de duas bases
nucleotidicas em uma frequéncia de >1%, em uma populacdo (8). A distribuicdo e funcdo dos SNPs
sdo importantes para diversas areas de pesquisa, podendo afetar as funcdes do DNA, do RNA e das
proteinas. SNPs podem ser classificados como ndo-codificantes ou codificantes, sendo estes divididos
em sindnimos ou ndo-sindnimos. Os SNPs ndo-sindbnimos sdo responsaveis por alteracdes nas
sequéncias de aminoacidos e, assim, a funcao da proteina apresenta probabilidade de ser comprometida
e contribuir para o desenvolvimento de uma doenca por suscetibilidade genética (7). Em particular, um
estudo em eslovacos demonstrou uma associagdo entre a alta frequéncia da alteracdo 3061(A/G) no

gene da subunidade a4 da VLA-4 em pacientes com esclerose multipla (EM). Assim, essa variante
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polimorfica foi considerada como um fator genético de risco relacionado a doenca (9). O banco de
dados de SNP (dbSNP) estabelecido pelo NCBI (National Center for Biotechnology Information),
fornece um denso catalogo de SNPs (10). O dbSNP possui mais de 30.000 SNPs para 0s genes
responsaveis pelas duas subunidades do VLA-4, ITGA4 e ITGB1. A avaliacdo de SNPs ndo sinbnimos
utilizando métodos computacionais e in vitro permite a caracterizacdo da relacdo entre as variagdes
genéticas observadas no gene ITGA4, que codifica a cadeia o4 de VLA-4, e as consequentes
modificacbes estruturais e funcionais da sua proteina. Essas abordagens permitem, assim, que

identifiqguemos as alteracGes que impliqguem em prejuizos nas funcdes bioldgicas de VLA-4.

1 Estrutura das integrinas
As integrinas sdo constituidas pela associa¢do ndo-covalente de duas subunidades glicoproteicas

transmembranares, o e . A subunidade o tem o seu tamanho entre 120 e 180 kDa, ja a subunidade 3
varia entre 90 a 110 kDa. Essas proteinas sao expressas em diferentes tipos celulares e a maioria deles
expressa uma combinacdo diversificada desses receptores (2). Na maioria das integrinas, cada
subunidade possui uma por¢do extracelular, uma regido transmembranar e uma regido citoplasmatica
curta, contendo no maximo 50 aminoé&cidos (2). A regido N-terminal da cadeia a das integrinas possuli
sete dominios extracelulares de aproximadamente 60 aminoacidos e tem seu dobramento
conformacional em um dominio g-propeller (11). Aproximadamente a metade das a integrinas possui
um dominio de quase 200 amino&cidos, conhecido como dominio | ou fator A de von Willebrand. O
dominio I se encontra entre os folhetos B do dominio S-propeller (11). Uma regido chamada de MIDAS
(do inglés, Metal lon-Dependent Adhesion Site) no dominio I, normalmente possui um jon Mg?*, e se
liga a residuos carregados negativamente (12). Nas integrinas restantes, que ndo possuem o dominio I,
o dominio p-propeller é responsavel pela interacdo ao ligante (1). Trés conformacGes das integrinas sdo
bem estabelecidas. A primeira é a fechada que ndo é reconhecida, presumidamente, por nenhum
anticorpo ou outra proteina. Na conformacao intermediaria a integrina se apresenta fechada, porém

estendida. Na ultima conformac&o a integrina se encontra ativa, aberta e estendida (Figura 1) (13).
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Figura 1. A estrutura da integrina VLA-4. Representacdo esquematica de trés diferentes conformagGes da
integrina a4P1. A conformacdo dobrada que ndo existe reconhecimento de ligante (esquerda). A conformacéo
estendida que pode deixar exposto seu sitio de ligagcdo (meio). A conformacdo estendida e ativada resultando na
separagao de suas caudas citoplasmaticas (direita). Fonte: modificada de SR Barthel et al., 2007 (13).

Integrinas distintas possuem ligantes e especificidades diferentes (Figura 2). De forma geral, é
interessante notar que cada integrina possui mais de um ligante e cada ligante interage com mais de
uma integrina (2). A maioria dos ligantes compreende proteinas de matriz extracelular envolvidas na
adesdo ao substrato. Entretanto, existem ligantes que podem mediar agregacdo ou adesao entre células,
como é o caso do fibrinogénio e de proteinas da familia das imunoglobulinas (ICAM-1, ICAM-2,
VCAM-1) (2). A sequéncia Arginina-Glicina-Aspartato (RGD) é importante no reconhecimento
molecular durante a adesdo celular. Ela esta presente em proteinas extracelulares adesivas, como a
fibronectina e a vitronectina. Grande parte das integrinas conhecidas reconhece a sequéncia RGD em
proteinas de adesdo, como fibronectina, vitronectina, fibrinogénio e laminina. A atividade das
integrinas na interacdo com essas proteinas adesivas pode ser inibida pela presenca de tripeptideos
RGD. Eles podem ser utilizados para modular a atividade das integrinas em diferentes contextos

bioldgicos, como migracdo celular, crescimento, diferenciacdo e apoptose (14).
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M Fibrinogénio ~ Vitronectina [l LAP-TGF-g [1| E-Caderina VEGF Trombospondina

Figura 2. InteragBes das subunidades das integrinas. As integrinas sdo proteinas transmembranares que
medeiam adesdo celular entre células ou matriz extracelular. As integrinas sdo heterodimeros constituidos por
uma subunidade a (azul claro) e B (azul escuro). Estdo ilustradas 18 subunidade o e 8 subunidades B € podem
formar até 24 combinagBes. Essas integrinas possuem ligantes especificos. Alguns ligantes dessas proteinas
estdo representados na figura (abaixo). Fonte: Modificado de R&D Systems (15).

A regido citoplasmatica da maioria das subunidades a das integrinas possui 0 motivo proteico
GFFKR altamente conservado (Figura 3). Essa sequéncia de aminoacidos presente nas caudas
citoplasmaticas € responsavel pela interag¢do entre as subunidades a e B através de uma ponte salina (4).
Uma modificacdo de um Unico residuo de aminoacido nesse motivo e capaz de causar uma alteracdo no
estado de ativacdo da integrina e afetar assim a migracdo de leucocitos in vitro e in vivo. De fato, as
integrinas o4pl e oa4P7 de linfocitos provenientes de camundongos knock-in onde a arginina
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citoplasmatica foi modificada para alanina (a4-R/ASFKR) apresentaram interagdo exacerbada com seus

ligantes devido a ativacdo constitutiva dessas integrinas (16).

ol KIGFFKRPLKKKMEK
a2 KLGFFKRKYEKMTKNPDEIDETTELSS
oalIB KVGFFKRNRPPLEEDDEEGE

o3 KCGEFFKRARTRALYEAKRQKAEMKSQPSETERLTDD
a4 KAGEFFKROQYKSILOEENRRDSWSYINSKSNDD
oS5 KLGFFKRSLPYGTAMEKAQLKPPATSDA

aV RMGFFKRVRPPOEEQEREQLOPHENGEGNSET
a6 KCGEFFKRSRYDDSVPRYHAVRIRKEERET
o/ KMGFFKRAKHPEATVPOQYHAVKIPREDRQOFKEEKT

Figura 3. Motivo proteico GFFKR altamente conservado entre subunidades a de integrinas. Alinhamento
das sequéncias da porcéo citoplasmatica de subunidades o de integrinas, ressaltando a regido GFFKR (em rosa).

2 Integrinas na Resposta Imune
O processo de adesdo celular necessita da interacdo de diversos ligantes e receptores e é

fundamental para o desenvolvimento de fung¢fes imunes, como o enderegamento (do inglés, homing)
para tecidos linfoides regionais, além da migracdo transendotelial e a haptotaxia de linfocitos em
proteinas de matriz extracelular de tecidos periféricos (17). Além disso, a rapida chegada dos leucdcitos
aos sitios inflamatorios ou linfonodos determina o éxito na resposta imune (18). Nos linfonodos ocorre
a interacdo entre APCs (do inglés, antigen-presenting cells), residentes ou migratdrias, e as células T, o
que da inicio a resposta imune adaptativa (19). A maioria dos linfdcitos naives que entra em um érgéo
linfoide ndo detecta seu antigeno especifico apresentado por APCs. Assim, ap6s um periodo de 12-18
horas para as células T ou de cerca de 24 horas para células B, os linfocitos retornam a circulacdo em
direcdo ao proximo orgdo linfoide (20). Por sua vez, neutréfilos e mondcitos circulam pelo sangue até
serem direcionados aos sitios inflamatdrios por moléculas atrativas produzidas localmente. Tais células
servem também como um sistema de alarme para os linfécitos previamente ativados nos linfonodos
proximos. Diversos desses processos celulares associados a resposta imune sdo dependentes de
integrinas (18). De forma geral, as integrinas presentes na superficie dos linfocitos ndo sédo
constitutivamente ativas. Elas tornam-se ativadas ap0s estimulacdo de outros receptores, como

receptores de quimiocinas ou receptores antigeno-especificos, 0 que aumenta a capacidade adesiva das
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células. A regulacdo da afinidade das integrinas € feita pela sinalizacdo inside-out, onde sinais
intracelulares alteram a conformacéo e, consequentemente, a avidez da ligagdo das integrinas presentes
na superficie celular (21).

O recrutamento dos leucdcitos presentes no sangue é uma das respostas celulares mais
importantes no contexto da inflamagdo ou injaria do tecido. O extravasamento de leucdcitos é
perfeitamente regulado por mecanismos de reconhecimento seletivo envolvendo as células endoteliais.
Esse reconhecimento requer pelo menos trés eventos sequenciais. Durante o primeiro passo, 0S
leucdcitos aderem de maneira transiente e reversivel ao endotélio, coordenado por interacGes dirigidas
por selectinas. O proximo estagio € mediado por quimiocinas especificas que sdo capazes de ativar 0s
receptores de adesdo secundarios, as integrinas a4p1 ¢ aLp2. Por fim, a interacdo entre essas moléculas
resulta em uma forte ligagdo, assim finalizando o processo de reconhecimento (22). As quimiocinas
produzidas no processo inflamatério, TNF e IL-1, induzem as células endoteliais a expressarem E- e P-
selectinas, assim como VCAM-1 e ICAM-1. TNF e IL-1 também sédo responsaveis por estimularem a
secrecdo de CXCL1 e CCL2 que sdo capazes de aumentar a afinidade de integrinas presentes nos
leucdcitos aos seus ligantes (23). As quimiocinas MIP-1, IL-8 e MCP-1 convertem as integrinas
inativas para estados de conformacdo ativa. Os receptores de quimiocinas sao receptores acoplados a
proteina G e sdo conhecidos por ativarem PlI3-quinase e integrinas (24). A adesdo mediada por
integrinas é critica tanto em processos fisiologicos ou patoldgicos. Por exemplo, a utilizacdo do
anticorpo monoclonal (mAb) L25, que interage com a subunidade a4 de integrinas, estimula a adesao
celular e causa a agregacdo de células T e B (17).

Por sua vez, a motilidade dos leucdcitos dentro dos linfonodos ocorre de maneira independente
de integrinas. 1sso pode acontecer devido a alta afinidade da integrina para adesdo nédo ser crucial em
ambientes sem a tensdo de cisalhamento, como ocorre nos linfonodos (18). Entretanto, no homing de
linfécitos, a integrina a4 tem papel importante nesse processo, especificamente, na adesdo firme das
células T as vénulas pds capilares, permitindo a migracao transendotelial dos linfdcitos nas placas de
Peyer (25). Contudo, a expressdao de ICAM-1 em células dendriticas maduras é necessaria para 0s
contatos antigeno-especificos de longa duracdo com as células T CD8" (do inglés, cluster of
differentiation). Indicando que a auséncia de ICAM-1 nas células dendriticas prejudica a apresentagdo
de antigenos. Os linfocitos T CD8" que interagiram com APCs deficientes em ICAM-1 produziram
menores quantidades de IFN-y e foram deletados clonalmente ap0s duas semanas. Os contatos entre
esses dois tipos celulares sdo responsaveis por induzir a ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo de

células T CD8" iniciais em linfécitos T citotdxicos (26). Desse modo, a interacdo entre a molécula de
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ICAM-1 presente na célula dendritica e a integrina LFA-1 nos linfécitos T € crucial para a resposta
completa da ativacdo de células T CD8" e o estabelecimento de memoria efetiva.

A formacdo da sinapse imunoldgica permite que as células T detectem seus potenciais ligantes
antigénicos. Nesse evento de interacdo entre linfocitos T e APCs ocorre o reconhecimento dos
peptideos presentes no MHC (do inglés, major histocompability complex) da APC pelo TCR (do
inglés, T cell receptor) dos linfocitos T e a mobilizacdo de moléculas sinalizadoras em uma regido
conhecida como SMAC (do inglés, supramolecular activation cluster). Na célula T é observada a
mobilizacdo do complexo TCR, composto por CD3 e cadeias (, 0s correceptores CD4 ou CD8, bem
como o coestimulador CD28 (27). Alem disso, a interacdo LFA-1/ICAM-1 tem um papel
coestimulatorio na ativacao de células T mediada por TCR (28). Da mesma forma, a VLA-4 é recrutada
durante as sinapses imunes dependentes de antigeno juntamente com LFA-1 para a por¢do periférica de
SMAC (p-SMAC). Essa integrina foi observada junto com a cadeia CD3-( em p-SMAC. A subunidade
a4 também parece promover a polarizacdo de células T em Thl (do inglés, T helper 1) em modelos
humanos in vitro de diferenciacdo de célula T CD4" e ativacdo de células T por células dendriticas.
Assim como em ratos, a inibicdo dessa proteina levou a uma inducgédo de desvio de resposta Thl (29),
demonstrando assim a importancia de a4 em diferentes processos imunoldgicos, como na apresentacao

de antigenos e maturacdo funcional de linfécitos T.

3 Integrinas e Cancer
As integrinas séo reguladores de diversas fungdes celulares essenciais para o estabelecimento, a

progressao e a metastase de tumores sélidos (30). Em tumores liquidos, como na ALL (do inglés acute
lymphoblastic leukemia) recidiva de células precursoras B, a alta expressdo de o4fl nas células
leucémicas presentes na medula 6ssea foi associada a uma pior prognose de sobrevida global e livre de
eventos (31). Por estarem na superficie de células associadas ao tumor, como as células endoteliais, as
células inflamatdrias e os fibroblastos, as integrinas também podem influenciar o potencial maligno do
cancer ao contribuirem para a proliferacdo, sobrevivéncia e migracdo das células tumorais. Desse
modo, as integrinas podem mediar angiogénese, desmoplasia e inflamacdo (30). Alguns estudos
demonstraram a correlacdo entre os niveis de expressdo de integrinas em tumores humanos e a
evolucdo do quadro da doenca, como metastase e sobrevivéncia do paciente. Particularmente, as
integrinas avP3, avps, aSp1, a6p4, adpl e avp6 foram correlacionadas com a progressdo da doenga
(Quadro 1).
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Quadro 1. Integrinas na progressao do cancer.

Tipo de Integrinas Fenotipos associados

Tumor expressas

Melanoma avB3 e a5pl  Crescimento de fase vertical (32—-35) e metastase nos linfonodos
(34-36)

Mama a6B4 e avpf3  a6P4 - Aumento do tamanho e do grau do tumor (37) e
diminuicdo da sobrevivéncia (38);
avp3 - Aumento da metastase 0ssea (39-42)

Prostata avp3 Aumento da metastase dssea (43)

Pancreatico avp3 Metastase nos linfonodos (44)

Oviério ad4fBl e avB3  o4pl - Aumento da metastase peritoneal (45);
avP3 - Aumento da proliferacdo tumoral (46)

Cervical avB3 eavp6  Diminuigdo da sobrevida de pacientes (24, 25)

Glioblastoma  avPB3 eavB5  As duas sdo expressas no tecido saudavel circundante e possuem
papel em uma possivel invasao (49)

Pulmdo (de a5p1 Diminuig&o da sobrevida de pacientes sem presenca de tumor nos

células  ndo- linfonodos (50)

pequenas)

Colon avB6 Diminuicdo da sobrevida de pacientes (51)

Fonte: modificado de Desgrosellier e Cherech, 2015 (30).

As integrinas tambeém parecem possuir a capacidade de comunicacdo cruzada com oncogenes
especificos. A FAK (do inglés, focal adhesion kinase), componente essencial da sinalizacdo de
Ras (do

phosphatidylinositol 3-kinase). O silenciamento de FAK em células de tumor mamério de rato,

integrinas, € responsavel por ativar inglés, rat sarcoma) e PI3K (do inglés,

transformadas através da ativacdo de Ras, resultou na perda da sua competéncia invasiva. Alem disso,

células cancerosas humanas, que foram silenciadas para FAK e possuiam a ativacdo da via de

22



sinalizacdo Ras ou PI3K alterada por mutacGes oncogénicas devido a expressdo da proteina PyMT (do
inglés, membrane-attached protein), também apresentaram 0 mesmo comportamento. Isso sugere a
existéncia de uma relacdo de dependéncia entre oncogenes e cascatas de sinaliza¢do de integrinas (52).

As integrinas também foram relacionadas a invasdo vascular em células de carcinoma
hepatocelular. A células invasivas e ndo invasivas possuiam 0 mesmo nivel de integrinas a5p1,
entretanto, nas células invasivas a fosforilagdo constitutiva do dominio citoplasmatico da integrina 31
pela estimulagdo de TGF-g foi relacionada a ativagdo da integrina e a capacidade invasiva de células
tumorais (53). Os membros da familia do TGF-g (fator de crescimento de transformacéo-f; do inglés,
Transforming Growth Factor-$) sdo sintetizados complexados a um peptideo denominado LAP
(peptideo associado a laténcia). TGF-S1-LAP é um ligante da integrina avp6, ¢ a expressdo dessa
integrina pelas células esta relacionada com a ativacdo espacialmente restrita de TGF-g1 (54). A
ativacdo de TGF-f1 mediada por avpf6 modulou a transdiferenciacdo de fibroblastos estromais em
miofibroblastos. Consequentemente, o miofibroblastos parecem promover a capacidade invasiva de
carcinoma basocelular através de uma secrecdo exacerbada de fator de cicatrizacdo/fator de
crescimento do hepatocito (HGF/SF) (55).

Uma vez que algumas integrinas sdo consideradas importantes mediadoras na relacdo entre
células tumorais e 0 microambiente normal, a sua utilizagdo como alvo terapéutico para o tratamento de
cancer tem trazido importantes progressos. Por exemplo, as integrinas avfB3 ¢ avp5 sdo consideradas
importantes mediadoras na relacdo entre células tumorais e o microambiente no cérebro no
glioblastoma, como no processo de angiogénese (49). Dados oriundos de testes clinicos de fase Il
indicaram uma possivel atividade antitumoral do inibidor seletivo das integrinas avB3 e avf5, o
cilengitide. Essa atividade foi avaliada em pacientes com diagndstico recente de glioblastoma com a
administracdo do cilengitide juntamente com temozolomida, um quimioterapico (56).

4 Integrinas e Morte Celular
A perda do contato célula-matriz extracelular mediado por integrinas causa apoptose,

especificamente chamada de anoikis. Essa apoptose relacionada a ancoragem da célula foi observada
em células epiteliais e endoteliais dissociadas da matriz extracelular (57). Em células epiteliais que
tiveram sua interagio com a matriz celular interrompida foram identificadas caracteristicas
morfoldgicas de apoptose, tais como fragmentacdo nuclear, degradacgdo internucleossdmica do DNA e
da laminina nuclear. Além disso, ndo foi observada anoikis em células epiteliais que hiperexpressavam
0 gene bcl-2, proteina que bloqueia a apoptose. Desse modo, as interaces célula-matriz extracelular
tem como funcéo a regulacdo da apoptose (58). CXCL12 e CXCR4 séo outras proteinas importantes
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para 0 desenvolvimento, a homeostase e a metastase tumoral. In vivo, especificamente em
camundongos, foi observado que a expressdo da quimiocina CXCL12 é capaz de induzir anoikis em
celulas de cancer colorretal humano, sendo capaz de reduzir a metastase do tumor (59). As integrinas
parecem ser imprescindiveis na manutencao de células viaveis, pois células endoteliais, que estavam
em anoikis, ao interagirem com superficies recobertas de fibronectina ou anticorpos anti-subunidade 1
mostraram ter seu perfil morfolégico normal resgatado (60). Outras proteinas relacionadas a integrina
também tém papel na anoikis. Por exemplo, a ativacdo de FAK, normalmente fosforilada apos a
ativacdo de integrinas por adesdo celular, foi capaz de reverter o cenario de anoikis em células
epiteliais (61). Da mesma forma, a via de PI3K-AKT controla esse tipo de apoptose. A utilizacdo de
PI3K ou AKT ativada foi capaz de resgatar células em anoikis (57). As integrinas também podem
ativar outra via de sobrevivéncia, a Ras/Raf/MEK/Erk. As proteinas Raf, Erk1/Erk2 podem fosforilar a
proteina Bcl-2, de modo que a apoptose seja suprimida. Além disso Ras também pode ativar PI3K
regulando a via PI3K-Akt. Desse modo, integrinas tém sido definidas como componentes criticos para

0s mecanismos de sobrevivéncia e morte celular (62).

4.1 Tipos de morte celular
A morte celular pode ser classificada de acordo com caracteristicas especificas, como a

aparéncia morfologica (apoptética, necrética, autofagica ou associada com mitose), presenca de
determinadas enzimas (nucleases e proteases), aspectos funcionais (programada ou acidental,
fisioldgica ou patologica) (63). Segundo o NCCD (do inglés, Nomenclature Commitee on Cell Death),
uma célula pode ser considerada morta quando ela tiver um dos seguintes parametros moleculares ou
morfoldgicos: (i) perda da integridade da membrana plasmatica; (ii) fragmentacdo da célula e do seu
nacleo em corpos apoptoticos; (iii) fagocitose dos fragmentos ou da célula ja morta por células
adjacentes in vivo (64). O quadro 2 mostra algumas das caracteristicas morfoldgicas especificas para

cada tipo de morte celular.
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Quadro 2. Diferentes tipos de morte celular.

Tipo de Morte Celular Caracteristicas Morfoldgicas

Apoptose Arredondamento da célula
Retracdo dos pseudopodes
Reducéo do volume celular e nuclear (picnose)
Fragmentacgao nuclear (cariorrexe)
Modificaces menores de organelas citoplasmaticas
Formacdo de projecdes citoplasmaticas em forma de bolhas
(blebbing)

Fagocitose por fagocitos residentes, in vivo

Autofagia Auséncia de condensacgédo da cromatina
Vacuolizacdo massiva do citoplasma
Acumulacdo de vacuolos autofagicos com dupla membrana

Pouca ou nenhuma fagocitose, in vivo

Cornificacao Eliminacdo de organelas do citosol
Modificacdes na membrana plasmatica
Extrusdo de lipideos no espaco extracelular
Perda de cornedcito por acdo de proteases

Necrose Extravasamento citoplasmatico (oncose)
Ruptura da membrana plasmatica
Extravasamento de organelas citoplasmaticas

Condensacdo moderada da cromatina

Fonte: Modificado de G. Kroemer, R. Knight, L. Galluzzi et al., 2009 (65)

Além da apoptose, sdo documentas outras formas de morte celular ndo-apoptéticas, como
autofagia, necroptose, piroptose e ferroptose. Esses tipos de morte podem ser ativados de modo
independente ou pela inibicdo da propria apoptose (66). Além disso, pode ocorrer casos em que a morte
celular apresenta caracteristicas de tipos de morte diferentes, o que leva a utilizacdo de termos como

“necroptose” (67).
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4.1.1 Necrose

A necrose é caracterizada morfologicamente pelo aumento de volume celular, extravasamento
de organelas, ruptura da membrana plasmatica com subsequente perda dos componentes intracelulares
(65). Esse processo esta presente em condi¢6es clinicas, como isquemia, trauma e neurodegeneracdo O
processo necrotico pode ser iniciado em resposta a lesbes. A necrose pode ser caracterizada por
alteracfes mitocondriais, diminuicdo de ATP, aumento da concentracdo de calcio presente no citosol,
devido a ruptura da membrana, causando uma sobrecarga e ativacdo de proteases diferentes das
caspases, como as calpainas e catepsinas. A necrose, normalmente, é definida como uma morte celular
que ndo possui as caracteristicas de apoptose ou de autofagia. Se observadas individualmente, as
moléculas envolvidas no processo necrético ndo sdo exclusivas desse tipo de morte celular (68). Por
exemplo, o Oxido nitrico que possui fun¢Bes como neurotransmissor, regulando o peristaltismo
intestinal, é capaz de induzir um desvio do processo de apoptose para o de necrose ao inibir caspases
ativadas ou sua ativacdo (69). Acredita-se que a necrose ocorra pela soma desses fatores, que nao sao
especificos a este processo, mas de maneira conjunta sdo capazes de levar ao desenvolvimento de
caracteristicas peculiares a necrose. Apesar da morte celular por necrose ser considerada um processo
sem controle molecular, a inibi¢do de proteinas especificas envolvidas com outros tipos de morte, como
as caspases, pode levar a mudanca do tipo de morte para necrose (68). A ativacdo do processo de
necrose ocorre de maneira independente de caspases. A proteina FasL é capaz de matar células T
ativadas sem a ativacdo de caspases, resultando em uma morfologia caracteristica de necrose. Em
células Jurkat deficientes em FADD ou RIP, receptores da proteina supracitada, ndo foi observada a
morte independente de caspase induzida por FasL. Desse modo, a morte celular mediada por receptores
de dominio de morte, como TNFR1, Fas, TRAILR, aparenta depender de duas vias diferentes, a da
quinase RIP1 e a da caspase-8 (70).

4.1.2 Autofagia

A autofagia é um processo celular responsavel pelo sequestro de componentes citoplasmaticos
em vesiculas com dupla membrana, chamadas de autofagossomos. Essas vesiculas s&o encaminhadas
aos lisossomos, resultando na degradagdo de proteinas e na manutencao de altos niveis de aminoacidos
no citoplasma. Esse mecanismo é altamente conservado em eucariotos e essencial para viabilidade
celular, podendo ser regulado pela restricdo de nutrientes (71). A degradacdo proteica pela autofagia é
uma resposta essencial ao estresse nutricional. Porém, a autofagia também é importante para processos

que envolvam o remodelamento celular, como a adaptacéo da célula a novas condigdes ambientais. Em
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leveduras, por exemplo, a mudanca da fonte de carbono leva a rapida degradacdo dos peroxissomos,
em um processo denominado peroxofagia devido a sua semelhanga ao processo de autofagia (71,72).

Diferentes processos de autofagia relacionados a privacdo de nutrientes j& foram descritos. Em
células de mamiferos, por exemplo, os trés tipos mais relevantes sdo: a autofagia mediada por
chaperonas (AMC), a microautofagia e a macroautofagia (73). A AMC € a Unica via de autofagia que
permite a degradacéo seletiva de proteinas soluveis nos lisossomos sem exigir a formacéo de vesiculas
ou maiores mudancas na membrana lisossomal (74). Nela, as proteinas a serem degradadas sdo
direcionadas para a membrana lisossomal pelo reconhecimento de um motivo KFERQ por um
complexo de chaperonas no citoplasma (75). Esse complexo é constituido pela proteina HSC70 (do
inglés, heat shock cognate protein) e suas co-chaperonas. Ap0Os esse reconhecimento, a proteina
LAMP-2 (proteina 2 de membrana associada ao lisossoma) é responsavel por translocar a proteina de
substrato para o limen do lisossomo. Desse modo, a AMC apresenta seletividade e translocacao direta
do substrato (74). J& na microautofagia, a fagocitose do citoplasma ocorre pela superficie lisossomal e
ndo existe translocacdo de proteinas como na AMC (76). Nesse tipo de autofagia, invaginacdes e
protuses da membrana do lisossomo capturam os componentes citosolicos (77).

A macroautofagia, também conhecida como autofagia, € a resposta primaria a privacdo de
nutrientes. Durante a autofagia o citoplasma é retido ndo especificamente em uma vesicula com
membrana dupla que de se fusiona ao lisossomo. Em leveduras e plantas, a fusdo ocorre com o
vacuolo. O conteudo da vesicula interna, chamado de corpo autofégico, é liberado no limen lisossomal
levando a degradacdo do contetido por hidrolases. Permeases presentes na membrana do lisossomo
permitem a liberacdo das macromoléculas no citosol para reacdes anabolicas ou catabdlicas (71,78).
Assim, macroautofagia consegue sequestrar organelas inteiras e a sua degradacdo ndo é limitada por
efeitos estéricos. A autofagia é dividida em trés estagios distintos: nucleacdo, alongamento e fusdo,
Figura 4. Esse processo é controlado pelas proteinas Atg (do inglés, autophagy related protein) (79). A
formacdo do autofagossoma se inicia em um sitio perivacuolar, o PAS (do inglés, phagophore
assemble site). As proteinas Vps34, beclina 1, p150 e Atgl4L permitem a formacdo do PAS (80). Em
mamiferos, as proteinas responsaveis pela regulacdo desse primeiro estagio sdo PI3K Il e mTOR.
mMTOR inibe a autofagia ao se ligar a Atgl, em mamiferos existem duas proteinas homoélogas a Atgl,
elas sdo UIk1 e Ulk2 (79). Essas proteinas juntamente com FIP200 sdo necessarias para a formacao
inicial do autofagossoma. Apos a formacdo do complexo Ulk1/2 e FIP200, a membrana comeca a
expandir, formando o primeiro compartimento de membrana dupla que sera responsavel pelo sequestro
de moléculas que irdo ser recicladas, esse compartimento é chamado de fagoforo. Essa expansdo ocorre

devido a interacdo entre as proteinas Atg5, Atgl2, Atgl0 e Atg7, ocasionando a formagdo do complexo
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juntamente com Atgl6L1. A proteina Atg8, ou LC3, é recrutada pelas proteinas Atg7 e Atgl0 (81).
LC3-Il, é a proteina LC3 processada pela Atg4. LC3-11 é presente unicamente na membrana do
fagdforo, podendo assim ser utilizada para estimar a quantidade de autofagossomas (82). Na fuséo, ou
maturacao, os autofagossomas podem se fundir a um endossomo, formando um anfissoma, antes de se
fusionar ao lisossomo. O conteddo do autofagolisossoma é entdo degradado e exportado para o

citoplasma para a posterior reutilizagao (73).

Complexo
5 ATG12-ATGS-ATG16L1
Indugdo *
LC3-11
€ Complexo .

nucleacdo | yLg1/2 5for
¢ Fagoforo l @ Complexo PI3KII

@ ATGY
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Maturagido
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Autolisossomo ., | l
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Degradagio

Figura 4. Morfologia da macroautofagia. A nucleagdo do fagoforo ocorre apds a inducdo do complexo
ULK1/2. O alongamento do fago6foro é feito pelos complexos ATG12-ATG5-ATG16L1, PI3K de classe IlI,
LC3-1l e ATGY. Apos a formacdo do autofagossoma a proteina LC3-11 é clivada. A membrana externa do
autofagossoma se funde ao lisossomo e entdo forma o autolisossomo. O autofagossomo pode se fundir a um
endossomo formando o anfissoma antes de formar o autolisossomo. Os componentes presentes no autolisossomo
sdo degradados e exportados de volta ao citoplasma para serem reutilizados pela célula. Fonte: Modificada de
Parzych e Klionsky, 2014 (73).

Por sua vez, a autofagia tem papéis fundamentais no desenvolvimento e na funcdo dos
linfocitos. Através do controle de qualidade e renovagdo mitocondrial, a autofagia regula a homeostase
dos linfdcitos T naives e a proliferacdo nos linfocitos T maduros. Além disso, ela pode levar & morte de
linfécitos pela liberagdo prolongada de citocinas (73). A autofagia pode desempenhar funces néao

relacionadas a nutricdo celular, especialmente em condic¢des patofisiologicas como na supressédo de
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tumores, eliminacdo de virus e bactérias invasoras, apresentacdo de antigenos, neurodegeneracéo e
miopatias (71). Por exemplo, a autofagia foi identificada como uma rota na qual antigenos
citoplasmaticos e nucleares sdo entregues ao MHC classe Il responséaveis pela apresentacdo de
antigenos a células T CD4" (83). A hiperexpressdao de LAMP-2A, componente da autofagia mediada
por chaperonas, resultou em um aumento da apresentacdo de epitopos de um autoantigeno
citoplasmatico especifico, GAD (do inglés, glutamate decarboxylase) em células B humanas (84). A
autofagia também é capaz de modular o MHC classe | por estar relacionada a apresentacdo cruzada de
antigenos tumorais e a ativacdo de células T CD8*. A inducdo da macroautofagia aumentou a
apresentacao cruzada de um antigeno tumoral, gp100, enquanto a inibicdo da macroautofagia reduziu a
apresentacdo cruzada desse mesmo antigeno em células T CD8". Essa modulacdo foi feita utilizando
rapamicina, 3-MA (do inglés, 3-methyladenine) e wortmannin, sendo o primeiro composto inibidor da
via mTOr e os dois ultimos inibidores da via PI3K. Desse modo, a autofagia tem um papel importante

na vigilancia imunolodgica de células infectadas ou tumorais (83).

4.1.3 Apoptose

As mudangas estruturais morfoldgicas especificas da apoptose ocorrem em dois estagios
diferentes. No primeiro estagio, ha a condensacédo nuclear e citoplasmatica, bem como a fragmentacao
da célula em vesiculas (corpos apoptoticos). As carateristicas morfoldgicas desse tipo de morte celular
sugerem que esse fendmeno é programado, ativado intrinsecamente e pode ser iniciado ou inibido por
diferentes estimulos ambientais, sejam fisiol6gicos ou patoldgicos (85). A exposicdo de fosfatidilserina
na superficie externa de células apoptéticas € responsavel pelo reconhecimento e pela remoc¢édo desses
corpos apoptoéticos por fagdcitos (86). A Figura 5 ilustra a distribuicdo da fosfatidilserina em
membrana plasmatica de células viaveis (A), em células em apoptose inicial (B) e em células em
apoptose tardia ou necrose (C). Alguns desses corpusculos esféricos ou ovoides podem conter restos de
nucleos picnoticos (64). Na segunda fase, os corpos apoptoticos sdo eliminados ou absorvidos por
outras células (85). Diferente do processo necrético, a apoptose ndo estimula o processo inflamatorio,
pois 0 conteddo celular ndo é exposto ao ambiente extracelular (87). Eventos apoptéticos podem ser
normalmente observados na renovacao tecidual de adultos saudaveis, no remodelamento de estruturas

do desenvolvimento embrionério e durante o envelhecimento de inimeros 6rgaos (85).
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Figura 5. Localizacdo da fosfatidilserina na membrana plasmatica de células. Demonstracéo da distribuicao
de fosfatidilserina em células viaveis (A); em apoptose inicial (B) e em células em apoptose tardia ou necrose

(C).

Molecularmente, a entrada das células em apoptose e a sua subsequente progressdo dependem
da familia das caspases (do inglés, cysteine aspartate-specific proteases). Essas proteinas possuem
cisteina no seu sitio ativo para o reconhecimento dos seus substratos, clivando sua proteina alvo no
residuo de aspartato. As caspases sao expressas na forma de pro-enzima inativa e quando séo clivadas
podem ativar outras pré-caspases, amplificando assim a cascata apoptética e levando a uma rapida
morte celular. As caspases podem ser divididas em trés grupos distintos. O primeiro grupo retne as
caspases iniciadoras, incluindo as caspases-2, -8, -9 e -10. O segundo grupo abrange as caspases
efetoras, como as caspase-3, -6 e -7. O Ultimo grupo possui as caspases envolvidas em respostas
imunes inatas, como as caspase-1, -4, -5 e -11 (87,88). Entretanto, caspases podem estar ativas em
células que ndo estdo em apoptose, como linfécitos T ativados (89). Além disso, foi observado que
caspases podem estar relacionadas a outras funcdes ndo-apoptéticas. Por exemplo, a inibicdo da
ativacdo de caspases € capaz de impedir a proliferacdo in vitro de células T, indicando assim que essas
proteinas sdo necessarias para a proliferacdo (90). As caspases ndo sao necessarias para a obtencao do
fendtipo apoptdtico, as células podem morrer independentemente das suas atividades, em resposta a
sinais intrinsecos ou pela ativacdo de receptores de morte, como Fas e TNFR1. Nesse Gltimo caso, o
processo e chamado especificamente de necroptose (91).
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A apoptose pode ser iniciada por duas diferentes rotas bioquimicas dependentes de ativacdo da
cascata de caspase: a via intrinseca ou mitocondrial e a via extrinseca ou mediada por receptores de
superficie. Na via intrinseca, diversos sinais internos podem estar envolvidos, como a alteracdo dos
niveis homeostaticos de céalcio celular, estresse oxidativo ou genotdxico, estresse do reticulo
endoplasmatico e danos no DNA. Essa via é controlada por proteinas da familia Bcl-2. Essa familia
possui mais de 30 proteinas, que podem ser classificadas em antiapoptdticas (p.ex. Bcl-2 e Bcl-XL) e
pré-apoptoticas (p.ex. Bax e Bak). As proteinas antiapoptoticas atuam de diferentes maneiras para
impedir a entrada da célula em apoptose. Um deles envolve o sequestro de caspases, como observado
pela ligacao direta de Bcl-XL a pro-caspase-8 e ao complexo Apaf-1/pré-caspase-9 (92). Outra proteina
presente na mitocondria que é liberada durante a apoptose € a Smac/DIABLO. Essa molécula é liberada
para o citosol durante a apoptose e é capaz de neutralizar outras proteinas da familia das IAPs (do
inglés, inhibitor of apoptosis), como a XIAP. A Smac/DIABLO ao interagir com XIAP permite que a
pré-caspase-9 seja liberada para exercer sua funcdo (93). Esse efluxo de Smac/DIABLO pode ser
inibido em células que superexpressam Bcl-2. Dessa forma, a proteina Bcl-2 atua na modulagdo da
apoptose tanto na liberacdo do citocromo ¢, como da Smac/DIABLO. Além disso, 0 processo de
liberacdo da Smac/DIABLO é catalisado por caspases e ocorre apds a liberacdo do citocromo ¢ (94). A
ativacdo de caspase-9 ocorre a partir de sua ligacdo ao apoptossomo, um complexo multiprotéico
formado por sete moléculas de Apaf-1 ligadas a citocromo ¢ e dATP. Quando ativa, a caspase-9 cliva a
pré-caspase-3, o0 que resulta na fragmentacdo do DNA (95).

Em outro mecanismo, as proteinas da familia Bcl-2 previnem a liberacdo de fatores
apoptogénicos provenientes das mitocondrias para o citoplasma, como o citocromo c e a proteina AlF
(fator de inducdo de apoptose). Desse modo, ap6s a liberacdo desses componentes a apoptose pode
ocorrer pela ativacdo de caspases, levando a clivagem de inumeras proteinas, do DNA e a formacéo dos
corpos apoptéticos. Por outro lado, alguns membros proapoptéticos dessa familia sdo responsaveis pela
disponibilizacdo das caspases, antes complexadas a antagonistas, e pela liberacdo de fatores
apoptogénicos para o citoplasma, agindo diretamente na permeabilidade da membrana mitocondrial e
na liberacdo de citocromo c, 0 que ocasiona a ativacao de caspases (92).

A via extrinseca inicia a apoptose apés interacbes mediadas por receptores transmembranares e
seus ligantes, como TNFRI/TNF e Fas/FasL. Apo0s essa ligacdo, proteinas adaptadoras sdo recrutadas
para interagir com a porcéo intracelular dos receptores. A proteina adaptadora FADD ¢é recrutada
quando FasL se liga ao receptor Fas. TRADD interage com o dominio intracelular de TNFR1 apos a
ligacdo de TNF a porcgdo extracelular do seu receptor e resulta no recrutamento de FADD e RIP

(96,97). FADD é capaz de se associar a pro-caspase-8 com posterior formacdo de DISC (do inglés,
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death-inducing signaling complex), o que resulta na ativacdo de pro-caspase-8 que inicia a fase de
execucéo da apoptose (98). Outro regulador negativo de sobrevivéncia celular mediado por receptores
transmembranares seria um processo chamado de “morte mediada por integrinas”. A expressao apenas
da por¢ao citoplasmatica das integrinas Bl e B3, ndo associadas as suas subunidades o, foi capaz de
induzir a morte celular in vitro. Também ocasionou o recrutamento da pro-caspase-8 para a membrana
e sua ativacdo de maneira independente de receptor de morte. Desse modo, é possivel relacionar
integrinas com a morte celular. Aparentemente, a interacdo entre as subunidades da integrina,
especificamente B1 e B3, inibe esse complexo integrina-caspase, aumentando a sobrevivéncia celular
(99).

5 VLA-A4
A VLA-4 (do inglés, Very Late Antigen-4) é uma integrina da familia f1, subunidade esta que

foi supracitada como relacionada a sobrevivéncia celular. Esta integrina é composta pelas subunidades
a4 (CD49d) e B1 (CD29). Ela participa da ativacao de linfocitos T, da adesdo endotelial e da migragdo
transendotelial de leuctcitos mediadas pela interagdo com o ligante VCAM-1 (molécula de adesdo
celular vascular 1) (100), bem como da ligacdo a fibronectina, permitindo também que ocorra a
migracéo celular intratecidual (101). O VLA-4 parece estar relacionado com diversas doengas, como a
esclerose multipla (9), diabetes (102) e doenca de Crohn (103). Essa integrina é considerada um alvo

importante para o tratamento de doencas inflamatdrias, como esclerose multipla e doenca de Crohn (6).

5.1 VLA-4 e interagdes
A sinalizacdo outside-in ocorre devido a ligacdo de um ligante aos dominios extracelulares das

integrinas, assim induzindo mudangas conformacionais que podem levar a um aumento da afinidade a
esse ligante. Posteriormente, sinais podem ser gerados através da alteracdo de dominios citoplasmaticos
da integrina (104). Por exemplo, a integrina VLA-4 possui alguns ligantes naturais, como a
fibronectina mostrada na Figura 6. Nessa figura, observarmos as vias de sinalizacdo que podem ser
moduladas pela interacdo da integrina com proteinas da matriz extracelular. Algumas proteinas
interagem diretamente com a subunidade a4, como fibronectina, VCAM-1 e paxilina, que séo descritas

a seguir.
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Figura 6. Vias de sinalizagdo envolvidas a proteina VLA-4. Diagrama de genes identificados na via de VLA-4
apos interagdo com a fibronectina na porgdo extracelular. As proteinas que podem ser diretamente ativadas apos
essa interacdo sdo: PKC, FAK, Actina, Filamina, Talina e Paxilina. As vias de sinalizagdo moduladas ap6s
ativacdo de VLA-4 podem ter efeitos diferentes na célula de acordo com as proteinas que interagem om sua
porcao intracelular. Alguns efeitos dessa interacdo sdo a proliferacdo, o ciclo e a motilidade celular. Fonte:
Modificada de KEGG Pathway (105).

5.1.1 FIBRONECTINA
A fibronectina (FN) é uma glicoproteina adesiva presente na superficie de células, matriz de

tecidos conjuntivos e em fluidos extracelulares. Essa proteina é relevante em diversos processos
celulares, como a adesdo celular, a diferenciacdo embrionaria e a transformacéo de células cancerosas
(106). A expressdo dessa proteina ocorre comumente nos tecidos de embrides e de individuos adultos.
Em processos patoldgicos, como cancer, fibrose e trombose, sua expressdo pode estar alterada.
Abordagens genéticas experimentais mostraram que sua inativagdo génica resulta em letalidade
embrionaria. Camundongos com o gene da fibronectina inativado apresentaram defeitos na formacao
do tubo neural e graves defeitos em tecidos derivados do mesoderma, como miocardio mais espesso,
endocardio anormal, auséncia ou diminuicdo de células sanguineas no coracdo e nenhuma organizacao
da notocorda (107).

A fibronectina ¢ um dimero composto por duas subunidades quase idénticas, de
aproximadamente 250 kDa, ligadas covalentemente na regido carboxi-terminal por duas ligagoes
dissulfeto. Essa proteina é composta por trés tipos de dominios polipeptidios repetitivos, FNI, FNII e
FNIII (108). A fibronectina pode ser encontrada em duas formas: plasmatica e celular. A fibronectina
plasmatica possui apenas uma subunidade com o dominio V também néo existem os dominios EDA e

EDB. A fibronectina celular possui o dominio I1ICS completo, além dos dominios EDA e EDB (109).
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A fibronectina possui dois dominios que foram os primeiros a serem relacionados a adesédo
celular. O dominio IICS (FNIII connecting segment), onde ocorre ligagdo com a integrina a4pl e

a4p7, e a regido reconhecida pela integrina a5p1, constituida pelo tripeptideo RGD, Figura 7 (110).

DF-I ‘F-H .F-III .EDB OEDA AVouIIICS

FN
Heparina

Fibrina  Colageno FN EDB RGDEDA Sindecano V  Fibrina

Figura 7. Estrutura modular da fibronectina celular e seus dominios de interacdo. A fibronectina possui trés
tipos de repeticdo, I, Il e 11l. Cada dominio possui seus ligantes especificos, como fibrina, colageno, fibronectina,
heparina. EDA, EDB e V representam os sitios de FNIII onde ocorrem splicing alternativo. Fonte: Modificada
de Freire-de-Lima L, 2014 (164).

O dominio IICS possui duas regibes dependentes de splicing alternativo, CS1 e CS5. CS1 é um
peptideo constituido por 25 residuos de aminoacidos, sendo reconhecido pela integrina o4p1. Esse
reconhecimento ocorre pela interacdo dos aminoacidos EILDVPST presentes em CS1 e desempenha
papel essencial na proliferacdo de células murinas de melanoma. Outros peptideos, como EILDV e
LDVPS, também apresentam atividade modulatéria de metéstases, permitindo que a célula aderisse e
entdo proliferasse. Em comum entre esses dois peptideos, a sequéncia minima LDV (leucina-aspartato-
valina) é capaz de inibir a interacdo a fibronectina e suprimir a adesdo celular (110). A regido CS5 do
dominio IIICS estd localizada entre os residuos 90-109 da fibronectina também participa no
desenvolvimento de células de melanoma ao ligar a integrina a4f1. A sua sequéncia ativa minima é
composta por arginina-glutamina-aspartato-valina (REDV). Os motivos CS1 e CS5 séo reconhecidos
por regides iguais ou sobrepostas da integrina a4f1, pois um peptideo inibe a atividade do outro,
indicando um bloqueio estérico ou competicdo pelo mesmo sitio (111). Além disso, outra regido da
fibronectina contém uma extremidade C-terminal de ligacdo com a heparina, chamada de Hepll e
localizada no dominio FNIII-14. Essa regido é homdloga a CS1 e capaz de interagir com a4f1 (112).
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5.1.2 VCAM-1
A molécula VCAM-1 (CD106) é essencial para as interagdes entre leucécitos e células

endoteliais ativadas por citocinas durante a migracdo transendotelial (113). Ela € uma molécula de
adesdo transmembranar pertencente a superfamilia das imunoglobulinas. Essa proteina possui um
dominio citoplasmatico curto, um dominio transmembranar e pode apresentar seis ou sete dominios
extracelulares (114) (Figura 8). VCAM-1 pode interagir com as integrinas o4p1 ¢ a4p7 presentes nos
leucdcitos, o que permite a migracdo transendotelial. A integrina a4f1 possui diferentes niveis de
afinidade, que sdo regulados de acordo com sua conformacédo e taxa de dissociacdo. A mudanca de
afinidade de VLA-4 ao VCAM-1 é controlada pela presenca de cations divalentes, como Mg?*, Mn%*, e
Ca?" (115). Dos sete dominios presentes em VCAM-1, a integrina possui dois sitios de ligacdo
funcionais as regides do primeiro (D1) e do quarto (D4) dominio (116). O motivo proteico acido
QIDSPL de VCAM-1 ¢ essencial para a interacdo com o sitio de ligacdo de VLA-4. A ligacdo ao
dominio D4 s6 ocorre ap6s uma ativacdo prévia de VLA-4, o que ndo é necessario para a interacao de
D1 a subunidade a4 de integrinas (117).

6d-VCAM-1 7d-VCAM-1

{ ; \ } a4B]

g IDSPL
Moédulo 1 ¢ ; S S
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Figure 8. Estrutura das formas de VCAM-1. Esquema da estrutura de VCAM-1 e suas duas isoformas. E
composto por dois modulos, um em amarelo e outro em azul. No modulo 1 existe o loop IDSPL que é
reconhecido pela integrina o4p1. O fragmento IDSPL no moédulo 2 também ¢é reconhecido pela integrina
aMp2.Fonte: SR Barthel et al., 2007(13)
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5.1.3 PAXILINA
A paxilina é uma proteina adaptadora encontrada no citoplasma, participando da formacao de

um complexo de adesdo focal com outras proteinas, como FAK e Src. Essas interacbes moleculares
possibilitam a adesdo celular mediada por integrinas. Nela, a por¢do citoplasmatica da subunidade a4
da integrina se liga diretamente a paxilina. Uma regido conservada constituida por nove aminoacidos
presentes na integrina a4 é suficiente para que ocorra a interagdo entre as duas proteinas. Alteracfes
nesse sitio sdo responsaveis por modificacdes na migracdo e no espalhamento das células. Por exemplo,
a sequéncia entre Ala'’®- Asp?”™ ¢ suficiente para a ligacdo a subunidade a4 da VLA-4. A interacio da
paxilina a cauda da subunidade a4 € um evento que resulta no aumento da migracédo celular e a inibicéo
dessa interacdo pode ser capaz de bloquear seletivamente algumas respostas celulares dependentes
dessa subunidade (118).

6 Abordagem de bioinformatica para estudos de estrutura-funcao
Estratégias in silico apresentam vantagens competitivas as pesquisas para o desenvolvimento ou

producdo de novos medicamentos por serem utilizados como uma maneira de permitir que esse
processo seja acelerado e mais acessivel economicamente. Além disso, se adaptam a Diretiva da Unido
Europeia de 2010, que determinou a aplicacdo do principio dos 3Rs para reducdo, refinamento e
substituicdo (do inglés, reduction, refinement, and replacement) na experimentacdo animal. O principio
da substituicdo visa a utilizacdo de métodos que ndo envolvam o uso de animais, como por exemplo 0s
sistemas in vitro; abordagens e métodos baseados em computador, também conhecidos como técnicas
in silico; além da utilizagdo das “Omicas” (e.g. transcriptOmica, protedmica ¢ metabolomica). Desse
modo, abordagens alternativas, que estdo de acordo com essas medidas, tém sido estimuladas (119). A
anotacdo funcional é a ligacdo entre informacdo biolégica e uma sequéncia ou um conjunto de
sequéncias. A anotacdo gendmica pode ser classificada em trés niveis diferentes, nucleotideo, proteina
e processos bioldgicos. O objetivo da anotacdo é entender a funcdo dos genes e dos seus produtos na
celula e na fisiologia do organismo. Entretanto, a falta de utilizacdo de um padrdo de anotacédo
dificultou a associagéo entre genes que foram anotados por diferentes grupos de pesquisa. Desse modo,
a criacdo do Consorcio GO (do inglés, gene ontology) formado por bancos de dados de organismos
modelos, como o Saccharomyces Genome Database, Flybase e 0 Mouse Genome Database, foi um
avanco para interligar todas as informacGes obtidas até entdo (120). O GO ¢, entdo, um vocabulario
padrdo para descrever fungdes de genes eucarioticos. Ele é dividido em fungdo molecular, relacionada a

atribuicdo especifica da proteina, processo bioldgico, tendo em vista a finalidade mais ampla dessa
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molécula e, por fim, componente celular, o qual a proteina esta localizada. Desse modo, as ontologias
padronizadas podem ser aplicadas em diferentes bases de dados e em vérias espécies (121). A
bioinformatica permitiu a integragdo de conhecimento em bancos de dados de genética contendo
mutacbes associadas a doencas e analises genoOtipo-fenotipo, tais como Ensemble

(https://www.ensembl.org/index.html), ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) e o PolyPhen

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/data/). Bancos de dados semelhantes também tém sido cruciais
em outras areas do conhecimento, como o alinhamento de sequéncias de DNA e proteinas, predicao de
estrutura em funcdo de biomoléculas, simulacdo de processos bioldgicos e desenho racional de
farmacos. Atualmente, o maior desafio encontrado por muitos pesquisadores € avaliar todos os dados
obtidos, visto que a velocidade de aquisicdo é muito superior a velocidade de intepretacdo dos mesmos
(122).

Outro importante desafio é a demonstracdo de que uma variante € responsavel pelo fenotipo
relacionado a uma determinada doenca. Nesse sentido, 0s conhecimentos provenientes da
bioinformatica estrutural permitem a elucidacéo de processos bioldgicos a partir do estudo de estruturas
proteicas e de outras biomoléculas e sua associacdo aos mecanismos moleculares envolvidos. A fungdo
bioldgica de proteinas pode ser inferida a partir da sua estrutural tridimensional, comparando-a com
estruturas de proteinas relacionadas ou de uma mesma familia proteica (123). A aplicacdo da
comparacdo estrutural entre proteinas para inferir a funcdo sé é possivel pela utilizacdo de algoritmos
para estimar a similaridade entre duas proteinas. Essa similaridade é avaliada pelo alinhamento dos
atomos presentes nas proteinas estudadas, o que gera escores do grau de similaridade entre as
biomoléculas (123).

O conhecimento obtido a partir da bioinformatica estrutural pode ser aplicado no processo da
descoberta de farmacos. O planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor (SBDD; do
inglés, structure-based drug design) é segmentado em: 1) escolha de um alvo, 2) avaliacdo da estrutura
do alvo e 3) selecdo de compostos lideres (124). Na primeira fase do planejamento é necessaria a
determinacédo da proteina-alvo ou do &cido nucléico por trés métodos principais: cristalografia de raio-
X, ressonancia magnetica nuclear ou por modelagem molecular. Utilizando algoritmos computacionais
é possivel posicionar compostos ou seus fragmentos em uma regido especifica da estrutura. Os ligantes
podem ser avaliados de acordo com as interagdes observadas no sitio especifico do receptor, utilizando
a técnica de virtual screening. Essa técnica utiliza moléculas quimicas presentes em bancos de dados e
fazem a ancoragem (do inglés, docking) dela ao receptor em estudo. A otimizacdo do composto lider
pode ser feita com o objetivo de aumentar a poténcia e esse ciclo pode se repetir até a obtengdo de uma

molécula especifica ao seu receptor (124).
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7 Abordagens farmacogendmicas
O processo de desenvolvimento de farmacos € um método vagaroso e complicado, demandando

muito tempo e dinheiro. Esse estudo € constituido pela descoberta de alvos terapéuticos; desenho e
selecdo da molécula lider para o alvo selecionado; otimizagdo do composto lider; desenvolvimento da
molécula lider; e por fim, a descoberta do medicamento (125). Antes dos testes em humanos, o
potencial do farmaco é testado na fase pré-clinica, que é dividida em estudos in vitro e in vivo. Os
estudos clinicos sdo compostos pela fase I, que tem como objetivo avaliar a seguranca e a dosagem do
farmaco; a fase Il investiga a eficécia e os efeitos colaterais; a fase 111 monitora os efeitos adversos e a
eficacia da droga; e por fim a fase 1V, também conhecida como farmacovigilancia, avalia a seguranca e
a eficacia do novo composto (Figura 9) (126). Dos cerca de 30.000 compostos sintetizados,
aproximadamente 20.000 (66,7%) vdo para estudos pré-clinicos. Dentre esses, apenas 200 (0,67%)
seguem para fase | de estudos clinicos, 40 (0,13%) entram na fase Il, 12 (0,04%) alcancam a fase Il1l e 9

(0,027%) conseguem ser aprovados pelos érgdos regulatérios (125).

Ensaios N e M :
i ) R T > Pos-Mercade
Clinicos D 4 4 Y

Pedido de Registro
Bg Modelos in silico Fage] do medicamento
5w o na Anvisa. -
5& WMedElosin Vit Fasell :’f Apés concessdodo @ Farmacovigilancia
. 3 FaseIlI registro o produto
Ensaios ex vivo g 13
Fase IV por ser colocado no
g Modelos animais mercado.

Figure 9. Esquema do processo de descoberta de um farmaco até apds a sua introducdo no mercado.
Esquema dos estagios no desenvolvimento de farmacos. S&o necessarios varios ensaios nas diferentes etapas,
pré-clinicos e clinicos para a avaliagdo de eficacia e seguranga dos possiveis medicamentos. Apos esses testes é
necessario o registro do medicamento na Anvisa. Alguns medicamentos j& no mercado sdo controlados pela
Anvisa para garantir a seguranga do seu uso.

Além dos estudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia, avaliacbes de seguranca e eficéacia,
0s pacientes podem responder de maneira diferente ao mesmo medicamento (127). A farmacogenetica
é a area da farmacologia que investiga como diferengas herdadas geneticamente podem interferir na
resposta aos farmacos. Os exemplos mais conhecidos sdo os polimorfismos genéticos em enzimas

responsaveis pelo metabolismo de drogas, que afetam aproximadamente 30% de todos os farmacos
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(128). Por exemplo, pessoas que tem baixo metabolismo possuem uma quantidade inferior de
citocromo P450, P450dbl. A analise dos cDNAs provenientes de pessoas que possuiam figados com
metabolismo deficiente identificou trés variantes do RNA mensageiro do gene do citocromo P450,
produzindo proteinas defeituosas (129).

A possibilidade da analise de perfis de expressdo de genes em determinadas células ou tecidos
em condicGes especificas permite a selecdo de alvos candidatos. Esses alvos podem ser expressos e
utilizados para ensaios de triagem para a identificacdo de potenciais compostos lider. Apds a
identificacdo dos compostos é possivel utilizar técnicas de sintese para a geracdo de bibliotecas com
essas moléculas para a sua posterior otimizacdo. Depois da otimizacdo dos compostos selecionados,
sdo feitos os testes de fase pré-clinica do processo de desenvolvimento de farmacos (128,130). Além
disso, essas ferramentas permitem, de maneira racional, uma melhor escolha do composto lider e uma
previsdo para suas posteriores otimizacfes. A farmacogendmica é uma abordagem gendmica ampla
para selecionar determinantes genéticos na resposta a farmacos. Possui como objetivo permitir uma
terapia especifica que tem como alvo grupos de pacientes geneticamente definidos. Assim, essa
abordagem pode ocasionar um novo tipo de classificacdo de tratamentos em nivel molecular (128). Em
integrinas, 0s SNPs rs2230395 e rs1187075 no gene ITGB1 foram associados com uma pior sobrevida
geral em pacientes de cancer colorretal chineses que estavam fazendo quimioterapia (131). Além disso,
0 SNP rs1143676 (+3061A/G) do gene ITGA4 foi associado a doenca de Alzheimer em individuos da

Eslovaquia, com uma mutacdo pontual gerando duas variantes da subunidade a4 (132).
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JUSTIFICATIVA

A integrina VLA-4 tem um papel bem definido nos eventos de ativagdo e migragdo de células
T, com implicacdo direta nos processos patoldgicos de algumas doengas, como diferentes tipos de
cancer, esclerose multipla e doenca de Crohn. Entretanto, as relagdes entre a estrutura e as atividades
funcionais da integrina VLA-4 em linfdcitos T ainda s@o elusivas. Dessa forma, a investigacdo do seu
papel, particularmente, sua subunidade o4 em células Jurkat, visa caracterizar a influéncia de sua
auséncia nas funcgdes bioldgicas de linfocitos T. A auséncia da subunidade o4 permite inferir possiveis
mecanismos relacionados a atuagdo de biofarmacos antagonistas ao VLA-4 ja comercializados. Além
disso, também possibilita avaliar as possiveis respostas celulares a serem consideradas ao utilizar essa
proteina como alvo terapéutico.

Por sua vez, utilizando ferramentas in silico, analisamos a relacdo entre a estrutura da
subunidade a4 e suas regioes, simulando sua atividade e avidez com os seus ligantes naturais. A
avaliacdo de SNPs, utilizando métodos de modelagem computacional, possibilitam a caracterizacdo da
relagdo entre as variagdes genéticas observadas no gene ITGA4 e potenciais alteragdes estruturais e
funcionais da sua proteina. Nos ja detectamos algumas alteracfes na célula que ndo possui a expressao
dessa subunidade, demonstrando a importancia dessa proteina em linfécitos T. Com 0s Nnossos
resultados nds esperamos descrever possiveis mecanismos moleculares relacionados a essa integrina e
relaciona-los a sua funcdo bioldgica em células T. Assim, esperamos obter mais informacgdes sobre
como esse alvo pode ser inibido sem que outras funcbes celulares essenciais sejam afetadas
inespecificamente. Esperamos também contribuir para as distintas aplicacdes na medicina
personalizada, buscando associar a presenca de SNPs a possiveis alteracBes estruturais na integrina
VLA-4, e suas potenciais consequéncias na funcao de células do sistema imune.
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OBJETIVOS

Objetivo geral:
Investigar o papel da integrina VLA-4 na biologia de células T, particularmente na sobrevivéncia
celular, assim como simular os efeitos de polimorfismos de nucleotideo Unico no gene ITGA4 nas

fungdes de VLA-4 in silico.

Objetivos especificos:
1. Avaliar o impacto da inativacdo génica da subunidade a4 da integrina em linhagem de leucemia
linfoblastica aguda Jurkat ao estresse por privacao de soro;
2. Caracterizar o perfil de expressdao de duas linhagens Jurkat, selvagem (WT) e ITGA-KO
utilizando dados provenientes de RNA-Seq;
3. Avaliar a interacdo de variantes da subunidade o4, contendo SNPs de interesse, com seus

ligantes naturais por meio de docking, utilizando ferramentas in silico.
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MATERIAL E METODOS

1. Estabelecimento da linhagem celular de Jurkat ITGA4-KO
A inativacdo do gene ITGA4 da subunidade a4 da integrina (CD49d) foi realizada pela técnica
de CRISPR/Cas9. Para tal, nds recuperamos a sequéncia génica de ITGA4 a partir da versao humana
GRCh38/hg38 (Dez. 2013) do banco de dados UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/) (133)
e desenhamos oligonucleotideos para atuarem como RNA-guias contra o primeiro éxon do referido

gene, utilizando o software "CRISPR Design Tool" (http://tools.genome-engineering.org/) (134). A

clonagem molecular dos RNA-guias foi feita utilizando o vetor de expressdo pSpCas9(BB)-2A-GFP
seguindo as instrucdes descritas por Cong et al. (2013) (135). Os clones plasmidiais corretos foram
identificados por PCR de col6nia e subsequentemente confirmados por sequenciamento. Em seguida,
nos realizamos a eletroporagdo de células Jurkat utilizando o sistema Neon® (Waltham, Estados
Unidos, Thermo Fisher Scientific). Ap6s 24 horas de cultivo, nos enriquecemos a populacao de células
positivas para GFP utilizando o sistema MoFlo ASTRIOS (Beckman Coulter). A obtencdo das
populagdes celulares clonais foi realizada por diluicdo limitante em placa de 96-pocos. As células GFP*
foram entdo expandidas e genotipadas pelo ensaio SURVEYOR (Integrated DNA Technologies) e por
PCR. Por fim, caracterizamos as insercdes e delecdes (indels) dos clones celulares homozigotos por
meio de sequenciamento. A perda da subunidade o4 da integrina foi confirmada por citometria de

fluxo.

2. Caracterizacdo do perfil de expressao de células Jurkat mutantes para ITGA4

A linhagem celular Jurkat (células T leucémicas) foi estabelecida a partir do sangue periférico
de um garoto de 14 anos, sendo inicialmente nomeada como JM. Ela expressa o receptor de célula T
(TCR), assim como 0s genes da interleucina-2 e CD3 (136). Em suspensao, essas células apresentam
formato arredondado, com a formacéo de aglomerados. Para estudarmos a funcdo de ITGA4 na biologia
dos linfocitos T, nds utilizamos uma linhagem Jurkat deficiente para a integrina a4, obtida em nosso
laboratdrio pela técnica de CRISPR/Cas9. Foi realizado sequenciamento massivo de RNA (RNA-Seq)
para comparar os perfis de expressdo das células selvagens com as células mutantes. Foram
investigados os genes envolvidos em sobrevivéncia, morte celular e autofagia. As linhagens celulares
desse estudo foram cultivadas em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
(Gibco/ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SBF; Gibco/ThermoFisher Scientific) e os antibidticos penicilina-estreptomicina. Essas células foram

mantidas em frascos de cultura estéreis de 25 cm? a 37°C, em atmosfera umedecida de 5% de CO,. As
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células foram repicadas a cada 48 horas em cabine de seguranca bioldgica. Para realizar os
experimentos, as células foram centrifugadas com rotacdo de 400 g por 5 minutos a 21° C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado celular ressuspendido em meio RPMI com 10% de SBF
para contagem do nimero de células. O RNA total de 5 x 108 células por amostra (triplicata em cada
grupo) foi extraido em TRIzol® e tratado com DNAse (TURBO DNA-free™ Kit;
Invitrogen/ThermoFisher Scientific). O preparo das amostras foi feito com o kit TruSeq Stranded Total
RNA de acordo com as recomendacdes do fabricante (llumina, San Diego, CA, USA) e as mesmas
foram sequenciadas em sistema de alta vazdo NextSeq 500 (Ilumina), no Laboratério Nacional de

Computacao Cientifica (Petropdlis, RJ).

3. Avaliacao de estresse celular induzida por privacgéo de soro

Nos avaliamos o impacto da inativacdo de ITGA4 na sobrevivéncia de células Jurkat submetidas
ao estresse por privacdo de soro. Considerando que a fosfatidilserina € exposta na superficie das células
durante a apoptose, é possivel identificar e quantificar as células em apoptose inicial pela ligacdo de
anexina-V conjugada a fluorocromo (137). Além disso, a utilizacdo do iodeto de propideo (PI) permite
a marcacdo de células que perderam a integridade da sua membrana (138). A Figura 10 mostra a
diferenca entra as células em apoptose inicial e em apoptose tarde ou necrose. Desse modo, a marcacao
conjunta de anexina-V e iodeto de propideo permite a discriminacdo das células em trés grupos bem
definidos: (i) células viaveis; (ii) células em apoptose inicial; (iii) células em apoptose tardia/necrose.
Para tal, incubamos 2,5 x 10° células selvagens (controle) ou mutantes em 5 mL de meio RPMI-1640
sem soro fetal bovino por 48 horas. Apo6s esse periodo, coletamos e analisamos metade de cada
amostra. As celulas foram ressuspendidas e incubadas em 100 pL de tampé&o de ligag&o, contendo 1 pL
de anexina V::APC e a 4° C durante 15 minutos no escuro. Logo antes da citometria (FACSCanto I,
BD Biosciences), nos adicionamos 1 pL de iodeto de propideo por amostra. O restante de cada amostra
foi cultivado na presenca de soro 10% por mais 48 horas, com posterior avaliacdo da morte por
anexina-V e PI. Em um segundo conjunto de experimentos, as células foram mantidas sem soro por 48
horas e entdo imunomarcadas para caspase-3 clivada conjugada a PE para avaliagdo por citometria de

fluxo.
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Figura 10. Avaliacéo de células utilizando Anexina-V e lodeto de propideo. Identificacdo de células em
apoptose inicial (A) e de células em apoptose tardia ou necrose (B).

4. ldentificacéo e predicao in silico dos efeitos de SNPs em ITGA4
Nos fizemos uma busca de SNPs para os genes ITGA4 (Gene ID: 3676) utilizando o banco de

dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP). Modifica¢es funcionais de um SNP podem ser

estimadas com o banco de dados SNPs3D (http://www.snps3d.org/), que permite a identificacdo de

SNPs ndo-sinbnimos. Esses SNPs podem ter um efeito deletério na funcdo molecular proteica. Esse
programa associa 0 gendtipo do SNP ao possivel fenétipo utilizando dois modelos. O primeiro modelo
é fundamentado em SNPs relacionados a doencas, que podem ocorrer devido a um comprometimento
da funcdo proteica ao diminuir sua estabilidade. Uma maquina de vetores de suporte (SVM; do inglés,
support vector machine) é capaz de reconhecer padrfes e separa-los entre SNPs relacionados a doencas
ou ndo-deletérios. A distingdo dos SNPs entre esses dois grupos é baseada em fatores de estabilidade
que sugerem a estabilidade proteica como o0 maior contribuinte para o desenvolvimento de uma doenca
monogénica. O segundo modelo avalia a conservagdo e a classe de residuos de aminoécidos presentes
na sequéncia da proteina dentro de uma mesma familia proteica (139). Nés utilizamos esse servidor
para selecionarmos 0s SNPs ndo-sindnimos de ITGA4. O programa PolyPhen-2 permite a predi¢do do
impacto da substituicdo de aminoacidos na funcdo e estabilidade de proteinas humanas. Essa
ferramenta computacional é fundamentada na combinacéo de informagdes estruturais e evolutivas. A
cada mutacdo sdo extraidas varias caracteristicas baseadas na sequéncia do local de substituicdo

alimentando um classificador probabilistico. Os possiveis resultados para PolyPhen-2 sdo fornecidos
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por valores variando de 0.0 (benigno) a 1.0 (deletério) (140). No servidor online, nos inserimos a

sequéncia proteica da subunidade a4 em formato FASTA proveniente do banco de dados UniProt

(https://www.uniprot.org/) e indicamos a posi¢do e a substituicdo dos aminoacidos de acordo com 0s
SNPs selecionados.

Posteriormente, realizamos a avaliagdo da interagdo dos ligantes paxilina, fibronectina e
VCAM-1 a subunidade a4 da integrina e as suas variantes R1007S e S634T. As analises dos efeitos dos
polimorfismos de base Unica foram feitas utilizando modelagem molecular e docking. A predicéo de
estruturas proteicas pode ser feita de trés maneiras especificas: modelagem comparativa, threading e ab
initio. Para a obtencdo da estrutura da paxilina foi utilizado a ferramenta The Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) para a busca de possiveis moldes a serem empregados na técnica de modelagem
comparativa, porém ndo observamos alinhamentos aceitaveis de acordo com os valores de Query Cover
(<30%) obtidos para a sequéncia do fragmento que nds selecionamos. Desse modo, 0 modelo desse
fragmento foi obtido pelo método de modelagem ab initio, utilizando o programa I-TASSER. Da
mesma forma, para o segmento IIICS, presente na fibronectina, ndo foram obtidos dados de
similaridade no alinhamento utilizando o Protein BLAST. Assim, esse fragmento também foi modelado
utilizando a técnica ab initio pelo mesmo servidor. As predi¢es foram realizadas utilizando o servidor
Haddock (High Ambiguity Driven protein-protein Docking). Por fim, a estrutura do cristal de VCAM-1
foi obtida no bando de dados PDB, cujo cddigo é 1VCA. A estrutura da subunidade o4 de integrina foi
extraida do modelo proteico de VLA-4 cedido pelo Dr. Jodo Herminio Martins da Silva, da Fiocruz-
CE.

Nos analisamos o possivel efeito de alteracdo na funcdo proteica observando a interagdo entre
as variantes contendo os SNPs e os seus ligantes utilizando docking. Para as predicfes e analises dos
complexos, nos utilizamos o servidor Haddock (High Ambiguity Driven protein-protein DOCKIing).
Entre os parametros obtidos pelo Haddock, o Haddock score é a combinacdo entre as energias
intermoleculares de van der Waals e eletrostéaticas de Coulomb e de dessolvatacdo, assim 0s menores
valores indicam que a interacdo é energeticamente mais favoravel. O cluster size designa quantas vezes
aquela posicdo de interacdo entre as proteinas ocorreu em detrimento de outras posi¢cdes. O RMSD (do
inglés, Root Mean Square Deviation) é baseado no desvio médio entre as posicdes atdmicas entre
proteinas sobrepostas, sendo influenciado pela interacdo de ligacao e a energia entre a proteina e o0 seu
ligante. Quanto menor esse valor, menor a diferenca entre as estruturas, o que indica a qualidade e a
confiabilidade do docking (141).
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5. Avaliacao de alterac6es morfologicas

As mudancas morfoldgicas das diferentes linhagens apds privacdo de soro foram avaliadas.
Para tal, incubamos 1 x 10° células selvagens (controle) ou mutantes em 5 mL de meio RPMI-1640 sem
soro fetal bovino por até 48 horas. Apds os periodos de 24 horas e 48 horas, coletamos 100 L e entdo
citocentrifugamos em laminas de vidro e secadas ao ar. As ldaminas foram coradas utilizando a técnica
de Pandtico Rapido LB, baseada na técnica de Romanowsky, para uso hematoldgico. Esse método
emprega um fixador (triarilmetano), um corante acido (xantenos) e um corante basico (tiazinas) (142).
O estudo citomorfolégico foi feito por microscopio de luz, observando alteragdes como condensacao da
cromatina, perda do volume celular, granulosidade e formacdo de corpos apoptéticos. Utilizando
objetiva de 40X, as imagens de cinco campos diferentes por genétipo foram adquiridas com uma
camera digital CCD. As imagens foram analisadas em software FI1J1® para contagem de todas as células
presentes nas laminas e quantificacdo de distintos parametros, incluindo tamanho celular e descritores
de forma, bem como a presenca de ndcleos irregulares, picnose ou cariorrexe. As analises estatisticas

foram feitas utilizando GraphPad Prism 7.0.
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RESULTADOS

1. A inativacio da integrina a4 leva a uma alteracédo do perfil de expressdo génica associado a
morte celular
Previamente, nds produzimos e caracterizamos uma linhagem Jurkat mutante para ITGA4 por
CRISPR/Cas9. O sequenciamento dessa linhagem revelou a insercdo de sete nucleotideos, que
mudaram a janela de leitura e possivelmente geraram uma proteina truncada. A inativacdo génica foi

confirmada por citometria de fluxo (Figura 11).
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Figura 11. Delecéo da subunidade a4 em linhagem Jurkat. (A) Eletroferograma de uma parte da sequéncia
de ITGA4. Ressaltado em azul o sequenciamento de DNA de uma insercdo de sete nucleotideos. Comparagédo
dos niveis proteicos de CD49d entre células selvagens e ITGA4-KO, conforme indicado (B e C). (B)
Histograma. (C) Grafico de barras da intensidade mediana de fluorescéncia (MFI; do inglés, median
fluorescence intensity). Os gréficos exibem um experimento representativo de trés realizados.
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Devido ao sequenciamento massivo de RNAs (RNA-Seq) das células selvagens e mutantes, em
condicdes de repouso, realizamos a caracterizacdo dos processos celulares e mecanismos moleculares
influenciados pela integrina o4, particularmente na sobrevivéncia celular. N6s identificamos 443 genes
diferencialmente expressos, positivamente ou negativamente, relacionados a morte celular em
condi¢cdes normais de cultivo (Figura 12). Entre eles, observamos modulacdo significativa de genes
relacionados as vias apoptoticas intrinseca (Figura 13) e extrinseca (Figura 14), selecionados a partir do
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (143). Em particular, 0os genes pro-apoptoticos
CASP9, BIK e PMAIP1 tiveram os seus niveis de expressdo aumentados na linhagem celular deficiente
para o gene ITGA4, assim como o gene inibidor de morte celular, BCL2 (Figura 13A-C, E). Entretanto,
0 gene da proteina BCL-xL (BCL2L1), que é antiapopt6tica, foi menos expresso nas células deficientes
para ITGA4 (Figura 13D). J& na via extrinseca, nés vimos que 0s genes do receptor de TNF
(TNFRSF1A) e de Rip (RIPK1) foram modulados positivamente nas células deficientes (Figura 14A,
B). NOs observamos que os niveis de expressdo da caspase-9 iniciadora aumentaram nas células
mutantes (Figura 14A), enquanto a caspase-3 efetora foi menos expressa nessa mesma linhagem em
relagdo a linhagem WT (Figura 15A). Entre as caspases inflamatorias, a caspase-4 também apresentou
menor expressdo na linhagem ITGA4-KO (Figura 15B).
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Figura 12. Gréfico tipo vulcdo (volcano plot) de genes diferencialmente expressos entre linhagens de
jurkat selvagem x deficiente em ITGA4. Transcriptoma de células Jurkat selvagem (WT) e células deficientes
em ITGA4 (KO). O eixo X mostra diferenga entre os grupos, indicando genes regulados positivamente ou
negativamente. Os genes relacionados a morte celular estdo marcados em verde ou em azul, enquanto os genes
gue ndo apresentaram variacGes significativas estdo marcados em preto. Estdo em vermelho os genes que
apresentaram variacGes significativas com padj (do inglés, p-value adjusted for multiple testing) <0.5.
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Figura 13. Expressdo diferencial de genes da via apoptdtica intrinseca. Gréaficos em barra representam o0s
niveis de RNAm em Jurkat selvagem (WT) e Jurkat deficiente em ITGA4 (KO) dos genes (A) CASP9, (B) BIK,
(C) BCL2, (D) BCL2L1 e (E) PMAIP1. As linhas centrais indicam as médias e as barras de erro indicam o erro
padrdo de um experimento feito em triplicata. FPKM = fragments per kilobase of exon per million fragments
mapped.
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Figura 14. Expressdo diferencial de genes da via apoptoética extrinseca. Graficos em barra representam 0s
niveis de RNAm em Jurkat selvagem (WT) e Jurkat deficiente em ITGA4 (KO) dos genes (A) TNFRSF1A e (B)
RIPK1. As linhas centrais indicam as médias e as barras de erro indicam o erro padrdo de um experimento feito
em triplicata. FPKM = fragments per kilobase of exon per million fragments mapped.
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Figura 15. Expresséo diferencial dos genes casp3 e casp4. Graficos em barra representam os niveis de RNAm
em Jurkat selvagem (WT) e Jurkat deficiente em ITGA4 (KO) dos genes (A) CASP3 e (B) CASP4. As linhas
centrais indicam as médias e as barras de erro indicam o erro padrdo de um experimento feito em triplicata.
FPKM = fragments per kilobase of exon per million fragments mapped.

2. Células mutantes para ITGA4 sdo mais suscetiveis a apoptose sob condigdes de estresse por
privacdo de soro

Uma vez que identificamos diversos genes associados a morte celular sendo diferencialmente
expressos nas células mutantes para ITGA4, nds cultivamos as células selvagens (controle) e mutantes
em meio RPMI-1640 sem soro fetal bovino para avaliarmos a funcdo de ITGA4 na regulacdo dos
diferentes mecanismos moleculares associados a morte celular. Assim, nés observamos que as células
mutantes submetidas ao estresse por privacdo de soro por até 48 horas apresentaram frequéncia da
subpopulacdo anexina-V*PI" cerca de duas vezes maior do que as células selvagens (P < 0,01). A
frequéncia de células mutantes em apoptose inicial diminuiu significativamente apds a reposicdo de
soro no meio de cultura por mais 48 horas (P < 0,001), atingindo propor¢fes semelhantes as células
selvagens (Figura 16). Por sua vez, n6s ndo observamos diferencas significativas nas proporcoes de
células vivas anexina-V'PI ou de células necréticas anexina-V*PI* entre as células Jurkat selvagens e
mutantes (Figura 16). Além disso, n6s também avaliamos a frequéncia de caspase-3 clivada em células
mantidas na auséncia de soro fetal bovino por até 48 horas. De forma preliminar, 0s nossos achados
ndo corroboraram as observacgdes realizadas nos ensaios de exclusdo de Pl e anexina-V, uma vez que
nés ndo observamos uma diferenca da populacdo caspase-3 clivada™ de células mutantes para ITGA4

em relagéo ao controle (Figura 17).
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Figura 16. A perda da integrina a4 torna as células mais suscetiveis a apoptose quando submetidas a
condicdes de estresse por privacao de soro. Analise por citometria de fluxo de células Jurkat selvagem (WT)
em ciano e Jurkat deficientes para ITGA4 (KO) em vermelho submetidas a estresse por privacdo de soro fetal
bovino. Frequéncias de células vivas (esquerda), células em apoptose inicial (centro) e células necréticas
(direita). Acima, os graficos dot plot exibem experimento representativo de células cultivadas sem soro fetal
bovino por 48 horas (0 h) e ap6s adi¢do de soro (48 h). As linhas centrais mostram as médias de 7 experimentos
independentes. As barras de erro representam SEM (do inglés, standard error of mean) *, P < 0.05; **, P < 0.005
(teste de comparagdes maltiplas de Sidak).
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Figura 17. As células mutantes para ITGA4 exibiram maior ativagdo de caspase-3 quando submetidas a
condicdes de estresse por privacdo de soro. Andlise por citometria de fluxo de células Jurkat selvagem (WT,
ciano) e ITGA4-KO (vermelho) submetidas a estresse por privagao de soro fetal bovino por até 48 h, conforme
indicado. A esquerda, os graficos dot plot exibem experimento representativo de células cultivadas sem soro
fetal bovino por 48 h. A direita, frequéncias de ativacio de caspase-3 na presenca ou auséncia de soro fetal
bovino por até 48 h, conforme indicado. As linhas centrais mostram as medianas de 8 experimentos
independentes, que estdo representados como pontos de dados (preto). As barras de erro representam 0s
intervalos de confianca de 95%. **** P <0.0001 (teste de compara¢des multiplas de Tukey).

3. Morfologia celular

Uma vez que a contribuicdo da apoptose na morte de células controle e ITGA4-KO parece ser
apenas moderada (aproximadamente 5-10%) em condicdes de privacao de soro por até 48 h (Figura
16), nos decidimos investigar outros tipos de morte celular. Para tal, realizamos analises morfométricas
das células mantidas nessa condicdo e coradas pelo método de Pandtico rapido. Nenhuma das duas
linhagens apresentou picnose quando mantidas em meio suplementado com soro (0 h) (Figura 18B).
Entretanto, a privacdo de soro fetal bovino por até 48 horas (48 h) aumentou a frequéncia de picnose
para 30-50% nos dois grupos, indicando que esse tratamento também induz apoptose. A divisao celular
foi vista em ambas as células no periodo de 0 h, apenas um evento de divisdo foi detectado as 48 h na
ITGA4-KO. O reduzido nimero de células analisado nesse ponto impediu que pudéssemos tirar
conclusbes sobre o efeito da privacdo de soro na proliferacdo de células WT e ITGA4-KO.
Experimentos adicionais serdo realizados para avaliar o impacto da delecdo de ITGA4 na proliferacéo
celular em condicGes de estresse por privacdo de nutrientes, uma vez que as integrinas sao conhecidas

por influenciarem o maquinario mitético (144).
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Por sua vez, a morte celular por autofagia € caracterizada morfologicamente pela acumulacao
de vacuolos proeminentes (145). As células mutantes para ITGA4 apresentaram um maior ndmero
vacuolos proeminentes por célula do que as células selvagens mantidas sob condicbes de privacao de
soro (Figura 18B). Além disso, observamos formacéo de projecdes citoplasmaticas em forma de bolhas
(blebbing), que séo sugestivas de apoptose, apenas nas células ITGA4-KO no tempo de 24 h (Figura
18A).
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Figura 18. A privagdo de nutrientes induz diferentes padrdes morfoldgicos, especialmente na célula ITGA-
KO. (a) Exemplos das categorias morfoldgicas observadas. (b, ¢, d) Anélise morfométrica a partir de cytospin de
células Jurkat WT (ciano) e ITGA4-KO (vermelho) submetidas a estresse por privacdao de soro fetal bovino,
conforme indicado, e coradas pelo método de panético rapido. (b) Numero de vacuolos por célula. WT (24 h)
N=54; ITGA4-KO (24 h) N=30; WT (48 h) N=36; ITGA4-KO (48 h) N=26. (c) Frequéncia de mitose. WT (0 h)
N=170; ITGA4-KO (0 h) N=218; WT (24 h) N=54; ITGA4-KO (24 h) N=28; WT (48 h) N=38; ITGA4-KO(48
h) N=26. (d) Frequéncia de picnose. WT (0 h) N=170; ITGA4-KO (0 h) N=218; WT (24 h) N=54; ITGA4-KO
(24 h) N=28; WT (48 h) N=38; ITGA4-KO (48 h) N=26.

Apos 24 h sob privacdo de nutrientes, as duas linhagens apresentaram uma diminuicdo da area
celular (Figura 19A) e as células ITGA4-KO apresentaram um aumento na sua circularidade (Figura
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19B). Nessa andlise, o valor de circularidade igual a 1 indica um circulo perfeito, enquanto valores

préximos a 0 indicam formas alongadas (146).

WT
3 ITGA4-KO

L
D
o
o
1
o
-
o
1

de d Kk

500 ###x

[}

r (um®)
w b
o o
S o
L L
sl
Circularidade celular
¢ < © o h
[=2] [--]
L L
*
]x-
—— g |t

E
8 200- 049
i
< 100- 0.24
0- 0.0 —————
AAADRA D
AR AR
NOPRNAALAY AT
~\<\ :l\‘&\l. é\.é&\o e
Sy Rty
@ & O @ & ©

Figure 19. Area celular e circularidade em células Jurkat WT e ITGA4-KO submetidas a privacio de soro.
Andlise morfométrica a partir de cytospin de células Jurkat WT (ciano) e ITGA4-KO (vermelho) submetidas a
estresse por privacdo de soro fetal bovino, conforme indicado, e coradas pelo método de Pandtico rapido. (a)
Avrea celular e (b) circularidade celular. WT(0 h) N=170; ITGA4-KO (0 h) N= 218; WT (24 h) N=54; ITGA4-
KO (24 h) N=28; WT (48 h) N=38; ITGA4-KO (48 h) N=26.

Além disso, a frequéncia de nucleos irregulares na célula ITGA4-KO foi maior no tempo de 48

h (Figura 20A). N6s observamos cariorrexe apenas em células WT privadas de soro (Figura 20B).
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Figure 20. Frequéncia de nucleos irregulares e cariorrexe em células Jurkat WT e ITGA4-KO submetidas
a privacdo de soro. Analise morfométrica a partir de cytospin de células Jurkat WT (ciano) e ITGA4-KO
(vermelho) submetidas a estresse por privacdo de soro fetal bovino, conforme indicado, e coradas pelo método
de pandtico répido. (a) frequéncia de nucleos irregulares e (b) frequéncia de cariorrexe. WT(0 h) N=170; ITGA4-
KO (0 h) N= 218; WT(24 h) N=54; ITGA4-KO(24 h) N=28; WT(48 h) N=38; ITGA4-KO(48 h) N=26.
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4. A inativacdo da integrina o4 ocasiona uma diferenca na regulacdo de vias associadas a
autofagia

Considerando, portanto, a possibilidade de autofagia nas células nocautes a partir das anélises
morfométricas, nos decidimos avaliar a expressdo de genes relacionados a autofagia nas células
mantidas em condi¢des normais de cultivo (com soro). A partir da utilizacdo do Autophagy Database,
que possui 1183 genes humanos relacionados a autofagia (147), nds buscamos genes diferencialmente
expressos (DE) nas duas linhagens de Jurkat (WT e ITGA4-KO). A nossa analise identificou 121 genes
DE nas células WT e ITGA4-KO, com genes enriquecidos nas vias de HIF-1, PI3BK-AKT e NF«B,
respectivamente (Figuras 21, 22 e 23). Ao comparar 0S genes com expressao alterada entre as duas
linhagens, n6s encontramos quatro genes alterados comuns a essas vias, PRKCA, IGF1R e BCL2. O
gene BCL2 esté presente em todas as trés vias (Figuras 21, 22 e 23).
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Dentre os seis genes diferencialmente expressos na via de HIF-1, trés tiveram sua expressao
aumentada na linhagem ITGA4-KO: PRKCA, TGF1R e BCL2 (Figura 24A). Na via de PI3K-AKT, os
genes PRKCA, BCL2, FGFR1, IGFIR e PPP2R2B apresentaram maior aumento dos niveis de
expressdo nas celulas ITGA4-KO (Figura 24B). Ja a via de NFxB apresentou sete genes
diferencialmente expressos nas duas linhagens. Entre eles, os genes BCL2, RIPK1, RELB e BCL2A1
tiveram sua expressdo aumentada apenas nas células ITGA4-KO (Figura 24C).
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Figura 24. Perfil de perfil transcricional das linhagens Jurkat WT e ITGA4-KO. Heatmap representando os
genes diferencialmente expressos nas vias de HIF-1 (A), PI3K-AKT (B) e NF kB (C).
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5. ldentificacdo de Polimorfismo de Nucleotideo Unico em ITGA4
S&o descritos 21.506 SNPs no gene ITGA4 de Homo sapiens, de acordo com o banco de dados
do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP). Utilizando o programa PolyPhen-2, nds encontramos

dois SNPs ndo-sinbnimos, rs35322532 e rs13029893, com valores de 0.906 e 1.0, respectivamente.
Esses valores indicam que as substituicdes sdo possivelmente deletérias (Tabela 1). Esses dois
polimorfismos potencialmente relevantes correspondem as variantes de o4 R1007S e S634T,

respectivamente.

Tabela 1. SNPs ndo-sindnimos selecionados para a cadeia a4 de VLA-4, utilizando SNPs3D.

ITGA4

SNP ID Modificacdo Posicéo Resultado PolyPhen-2
rs35419274 VoI 359 0.002

rs35322532 S—>T 634 0.906

rs1143675 VoA 824 0.004

rs1143676 R—Q 878 0.063

rs13029893 R—S 1007 1.00

E importante ressaltar que o SNP rs13029893 esta localizado em um motivo proteico altamente
conservado entre as integrinas (Figura 3). Essa sequéncia de aminoacidos presente nas caudas
citoplasmaticas das subunidades a de integrinas, mais especificamente o seu residuo de arginina, €
responsavel pela interacdo com o aspartato da subunidade B e a consequente formagéo da ponte salina,

que esté relacionada a conformagdo menos ativa da integrina (4).

6. Predicéo dos efeitos de polimorfismos de base Unica em ITGA4

As analises dos efeitos dos polimorfismos de base unica foram feitas utilizando o servidor
Haddock, com avaliacdo da interacdo dos ligantes paxilina, fibronectina e VCAM-1 a subunidade a4 da
integrina e as suas variantes R1007S e S634T.

6.1. Ligantes

6.1.1. Fibronectina

O segmento I1ICS foi modelado pela técnica ab initio utilizando o servidor I-TASSER, pois ndo
obtivemos resultados de similaridade no alinhamento utilizando o Protein BLAST. A estrutura
secundaria da sequéncia foi avaliada utilizando os servidores Jpred4 e PSIPRED. JPred4 é um servidor
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de predicdo de estrutura secundaria que utiliza o algoritmo JNet, um dos métodos mais acurados para
predicdo de estrutura secundaria (148). O PSIPRED é composto por varias unidades de anélises de
proteinas, incluindo predi¢do de estrutura secundaria (149). Esse fragmento é formado por folha-beta
alternadas por estruturas de alcas (Figura 25).

A DELPQLVTLPHPNLHGPEILDVPSTVQKTPFVTHPGYDTGNGIQLPGTSGQQPSVGQQMIFEEHGFRRTTPPTTATPIRHRPRPYPPNVGEEIQIGHIPREDVDYHLYPHG
B
OSSR | [ FEREEL] L] ]LEERELLEEEEE] R L] ERRLL L] EERERREL EREREE L]
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Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEECCCCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCC
AA: DELPQLVTLPHPNLHGPEILDVPSTVQKTPEVTHPGYDTGNGIQLPGTSGOOPSVGOOMIFEEHGERRTTPPTTATP IRH
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SeqUénCia DELPQLVTLPHPNLHGPEILDVPSTVQKTPFVTHPGYDTGNGIQLPGTSGQQPSVGQQMIFEEHGFRRTTPPTTATPIRHRPRPYPPNVGEEIQIGHIPREDVDYHLYPHG
Predigéo [ddddai NdddddddddaNddddddedddddddddadddddaNddddddddddad e N dddddddddddddddddddddddddddddaddddddddd ddd o

Figura 25. Predigdes da estrutura secundaria do Dominio IIICS da Fibronectina. (A) JPRED4. (B)
PSIPRED. (C) I-TASSER. Nas figuras 25.A e 25.B a letra E indicam a presenca de folha beta, assim como as
setas em amarelo. Na figura 25.B Conf indica a confianga estimada na predigéo. Nas figuras 25.B e 25.C a letra
C representa a estrutura secundaria em alcas. Na figura 25.C a letra S indica a presenca de folha beta.

6.1.2. VCAM-1
A estrutura de VCAM-1 foi obtida no banco de dados PDB, cujo cddigo é 1VCA. O fragmento
responsavel pela ligacdo a subunidade a4 é o motivo QIDSPL, destacado em rosa (Figura 26).

Figure 26. Estrutura do cristal 1VCA. Estrutura do VCAM-1 humano cristalizado por difracdo de raio-X. O
motivo QIDSPL esta destacado em rosa na figura. Fonte: RCSB PDB
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6.1.3. Paxilina

As predicBes da estrutura secundaria desse fragmento sdo mostradas na Figura 27. Esse
fragmento é predominantemente formado por alcas e alfa-hélices. O modelo desse fragmento foi obtido
pelo método de modelagem ab initio, utilizando o programa I-TASSER e posteriormente avaliado. O

modelo obtido esta de acordo com as predicfes de estrutura secundaria utilizando Jpred4 e PSIPRED.

A ALSPLYGVPETNSPLGGKAGPLTKEKPKRNGGRGLEDVRPSVESLLDELESSVPSPVPAITVNQGEMSSPQRVTSTQQOTRISASSATRELDELMASLSD
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| | l | |
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Figura 27. Predi¢bes da estrutura secundaria do fragmento 176-275 da paxilina. (A) JPRED4. (B)
PSIPRED. (C) I-TASSER. Nas figuras 27.A a letra E, e na figura 27.C a letra S indicam a presenca de folha
beta. A letra H representa a estrutura secundaria em alfa-hélice, assim como o cilindro em rosa. Nas figuras 27.B
e 27.C aletra C indica estrutura secundéria em alcas.

6.2. Docking molecular

O docking molecular tem sido utilizado para processos de design de drogas e elucidacdo de
processos bioquimicos essenciais. Esse procedimento é dividido em trés partes principais: 1-
identificacdo do sitio de ligacdo; 2- predi¢do das possiveis posi¢cdes dos ligantes; 3- conformacdo na
superficie da proteina e avaliagdo por escores (150). NOs realizamos o docking de cada ligante
(fibronectina, VCAM-1 e paxilina) com a integrina VLA-4 selvagem e com o0os SNPs ja citados
utilizando o servidor Haddock. Nas analises de docking com o ligante VCAM-1, a subunidade natural
de a4 apresentou menor valor de Haddock score. Porém, o pardmetro de cluster size mostrou que a
subunidade a4, que possui uma alteracdo na arginina da posicdo 1007 por uma serina (R1007S),
apresentou o melhor resultado, sugerindo maior possibilidade de interacdo estavel (Figura 28A). Essa

mesma variante apresentou os melhores valores entre todos os pardmetros no docking com a paxilina,
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indicando que a alteracdo parece favorecer a interacdo entre essas duas proteinas (Figura 28B). Para o
segmento I1ICS da fibronectina, os melhores parametros foram observados com a variante S634T, o

que indica um possivel aumento na afinidade entre essas duas moléculas (Figura 28C).
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Figura 28. Docking molecular para as subunidades a4 selvagem e as variantes R1007S e S634T.
RepresentacOes graficas dos valores de Haddock Score, Cluster Size e RMSD para as diferentes subunidades,
conforme indicado. (A) Encaixe com VCAM-1. (B) Encaixe com Paxilina. (C) Encaixe com o dominio IlICS.
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DISCUSSAO

A integrina VLA-4 se distribui em diversas células do sistema imune, inato e adaptativo, e
também em outros tipos celulares, como células epiteliais e musculares. Os estudos sobre sua fungdo
demonstram um papel preponderante nos processos de ativacdo e transmigracdo em contexto
inflamatdrio, particularmente das células T (3). Além de ter sua importancia em processos de
sobrevivéncia, como a anoikis (58). Nesse contexto, o presente trabalho ressalta que, entre os diversos
dados gerados pelas analises de RNA-Seq das linhagens Jurkat selvagem e deficiente em ITGA4, pode
ser identificado um numero significativo de genes diferencialmente expressos associados a morte
celular em condi¢6es normais de cultivo.

A inducdo da maquinaria molecular de resposta ao estresse por privacao de soro € uma maneira
direta de avaliarmos como a subunidade o4 da integrina pode controlar processos associados a
sobrevivéncia e a morte celular programada. Por exemplo, a autofagia também pode ser induzida pela
diminuicao do nivel de fator de crescimento, principal componente do soro fetal bovino. O mTORCI,
um dos complexos da via de mTOR é regulado pelas vias de insulina/IGF-1 (do inglés, insulin growth
factor-1) e PI3K-AKT. Esse complexo também é responsavel por controlar negativamente a inducgéo de
autofagia (151).

Por essas raz0es, a avaliacdo da funcdo da subunidade a4 de integrinas em células T
linfoblasticas e a caracterizacdo da sua relacdo com a consequente ativacdo de mecanismos antes ndo
relacionados, nos leva a postular que alteracdes nesta proteina podem implicar em prejuizos na funcéao
celular, particularmente, a sustentacdo da sobrevivéncia celular.

De acordo com 0s nossos resultados provenientes do ensaio de Anexina V x PI, as células
mutantes para a subunidade a4 pareceram ser mais sensiveis a auséncia de soro fetal bovino no meio e,
portanto, mais suscetiveis a morte por apoptose. Entretanto, nés observamos possiveis caracteristicas
morfoldgicas de células em processo autofagico na linhagem ITGA4-KO. Além disso, ja foi visto em
células aderentes que integrinas B1 ¢ B3 ndo ligadas com suas subunidades o séo capazes de promover
a apoptose pelo recrutamento da caspase-8 a membrana plasmatica de maneira independente de
receptores de morte ou da molécula adaptadora, FADD (99).

A apoptose pode ocorrer por duas vias principais, a intrinseca e a extrinseca. As duas cascatas
convergem para a clivagem da caspase-3 que resulta em fragmentacdo do DNA, degradacdo de
proteinas nucleares e do citoesqueleto, formagdo de corpos apoptéticos. A via extrinseca é iniciada
pelas interacdes TNF/TNFRI e FasL/Fas. Apos essa ligacdo, proteinas adaptadoras, FADD e TRADD,
séo recrutadas para a membrana plasmatica, assim como RIP (96). RIP € uma proteina capaz de ligar-se
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ao dominio intracelular de TNFR1 e de Fas. A hiperexpressdao de RIP causa mudancas morfoldgicas
caracteristicas de apoptose, sendo caracterizada assim como proteina indutora de apoptose (152). E
interessante notar que nds observamos uma maior expressao dos genes TNFRSF1A e de RIPK1 em
células deficientes em ITGA4. Na linhagem deficiente para o gene ITGA4 nos observamos 0 aumento
de expressao de genes pré-apoptéticos, como CASP9, BIK e PMAIP1 e o gene antiapoptotico BCL2.
Entretanto o gene antiapoptdtico BCL2L1 se apresentou menos expresso nessa linhagem.

Normalmente a ativacdo da caspase-3 € associada como um marcador classico de apoptose,
assim como a exposicdo da fosfatidilserina. N6s vimos nos resultados de RNA-Seq que a caspase-3
efetora esta menos expressa nas células deficientes em ITGA4. Porém, ao observarmos o resultado da
ativacdo da caspase feito por citometria, as linhagens ndo apresentaram diferencas na frequéncia de
caspase-3 clivada. Além disso, outros estudos ja verificaram a ativacdo da caspase-3 ndo relacionada
com apoptose, como na proliferacdo de células T in vitro (153) e na diferenciacdo de células-tronco
hematopoiéticas (154). A expressao da caspase-9, responsavel pela ativacao da caspase-3, esta maior na
linhagem celular deficiente em ITGA4 e o nivel de expressdo da caspase-4 inflamatéria também se
mostrou superior nessa linhagem. E importante ressaltar que a ativacdo de caspase-4 tem sido
relacionada a apoptose induzida por estresse do reticulo endoplasmatico em células neuronais, podendo
estar envolvida na patogénese da doenca de Alzheimer (155).

Nesse sentido, a observacdo das caracteristicas morfolégicas de células é uma abordagem
relevante para compreender o processo de morte celular em questdo. As analises morfoldgicas
permitiram o reconhecimento de algumas caracteristicas distintas entre as duas linhagens, como a
presenca de vacuolos. A morte por apoptose difere em alguns aspectos da morte derivada de um
processo autofagico, como a degradacdo de componentes citoplasmaticos, causando uma perda da
eletrodensidade no citoplasma, que precede o colapso nuclear, caracterizado pela picnose (156). A
presenca de morte autofagica aparenta ocorrer em condicdes fisiologicas especificas e resposta a
mudancas no ambiente em que a célula se encontra (156). NOs observamos picnose nas duas linhagens,
entretanto, a cariorrexe so foi observada em células selvagens. Foi visto em neur6nios corticais, cultura
primaria, a ativacdo de caspase-3 e picnose associada com autofagia independente da proteina Beclina-
1. Desse modo, o processo picnético pode ocorre em células autofagicas (157).

A apoptose e a autofagia sdo processos evolutivamente conservados e estdo envolvidos na
homeostase do tecido. Defeitos em um desses processos pode resultar no desenvolvimento de
patologias, como o cancer e doencas neurodegenerativas. As vias de sinalizacdo desses dois processos
possuem convergéncias, assim podendo regular-se a fim de garantir a manutencdo da homeostase em

resposta a um sinal de estresse, como a auséncia de nutrientes (158).
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As células apoptoticas inicialmente se tornam redondas e se retraem, assim se distanciando das
celulas proximas. Posteriormente, a célula passa por modificagdes na membrana plasmatica que
formam prolongamentos culminando em bolhas. Essas vesiculas formadas sdo também chamadas de
corpos apoptoticos (159). Nos observamos uma diminui¢do de tamanho celular em ambas linhagens.
Nas células ITGA4- KO essa diminuicdo foi mais expressiva, assim como o arredondamento. NOs
também detectamos eventos de blebbing apenas nessa linhagem, especificamente, apos 24 h sem soro
fetal bovino. Entretanto, devemos considerar possiveis alteragdes morfoldgicas devido a utilizacdo da
citocentrifuga, o que pode ter gerado artefatos.

A interacdo de TNFRI com o seu ligante TNF resulta no recrutamento de moléculas de
sinalizagdo que formam um complexo multiproteico conhecido como complexo I. Esse complexo é
composto por TRADD, RIP1, TRAF2 e clAP1/2 e tem como consequéncias a ativagdo de NF-kB, INK
e p38 (158). Nds observamos um aumento na expressdo TNFR1 em células ITGA4-KO, assim como
possivel alteracdo na via de NF-«kB. Pelos nossos dados de RNA-Seq, outra via possivelmente alterada,
seria a via PI3K-AKT. Essa via estd a montante de mTOR, que € o principal regulador do processo
autofagico por inibir a formacdo do autofagossoma, e é regulado pela supressdo de nutrientes (160). A
via PI3K-AKT é capaz de promover sobrevivéncia celular ao inibir a translocacdo da proteina proé-
apoptoticas, Bax, do citoplasma para a mitocéndria, com posterior liberacdo de citocromo c e inicio da
via apoptdtica intrinseca (161). Além disso, PI3K-AKT é também uma via a jusante da proteina VLA-
4. Assim, a auséncia dessa molécula transdutora de sinal pode levar a ndo ativacdo da via, podendo
levar tanto a apoptose, como a autofagia.

A proteina Bcl-2, antiapoptdtica, também possui atividade reguladora de autofagia ao inibir a
proteina Beclina-1 que participa na formacdo do autofagossoma (162). O gene da proteina Bcl-2 se
encontra mais expresso na célula nocaute; entretanto, essa célula apresenta niveis de apoptose maiores
e possivel ocorréncia de autofagia quando comparada a célula selvagem. A inativacdo de um gene pode
levar a uma alteracdo da expressdo de outras proteinas que sdo capazes de modular o mecanismo
afetado, com possibilidade de a sinalizagdo/resposta afetada ser recuperada completa ou parcialmente
(163). Desse modo, a suposicdo de que a ndo expressao da subunidade a4 pode estar estimulando a
expressdo de genes antiapoptoticos parece plausivel, j& que essa proteina pode ativar vias de

sobrevivéncia celular.
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Figura 29. Vias relacionadas a ITGA4 e autofagia em células que ndo expressam a subunidade o4 de
integrinas. Os genes das proteinas PKC, IGFR e BCL-2 tiveram seu nivel de expressdo aumentado nas células
gue ndo possuiam ITGA4 (setas em vermelho).

Com o objetivo de avaliar a relevancia das interagdes estruturais da subunidade a4 de integrina,
atraves de abordagens in silico, nés decidimos analisar variantes de nucleotideo Unico em substituicdo a
sequéncia referéncia. A subunidade 04, com a alteragdo no motivo altamente conservado GFFKR,
apresentou valores de Haddock Score, Cluster Size e RMSD que indicam que essa proteina parece ter
uma melhor interacdo com a paxilina. Apesar de o SNP rs13029893 néo ter seus dados de frequéncia
populacional bem estabelecidos no banco de dados dbSNP, os dados obtidos por docking indicam que
essa regido citoplasmatica, alvo da variante R1007S, é de grande importancia para a ligagéo a paxilina.
Para o dominio IICS da fibronectina, os melhores parametros foram observados utilizando a variante

S634T, o que indica uma melhor interacdo entre essas duas moléculas. Além disso, devem ser feitos

68



ensaios in silico, como a dindmica molecular, visando o estudo da manutencdo da estabilidade da
estrutura dessa proteina. Da mesma forma, sdo também necessérios estudos de possiveis sitios
alostéricos para averiguarmos a possibilidade de uma mutacédo intracelular aumentar a afinidade a um
ligante na porcdo extracelular da proteina. De forma mais relevante, se faz necesséaria a avaliacéo in
vitro das variantes R1007S e S634T da subunidade o4 para confirmarmos a suposi¢do de que essas
variantes possuem maior afinidade aos ligantes naturais, proposta pela anlise in silico. Além disso, 0s
ensaios in vitro com essas variantes permitiréo inferir o papel das interagdes entre integrinas o4 com a
paxilina, a fibronectina e 0 VCAM-1, que podem influenciar em processos celulares essenciais, como a
apoptose e autofagia. De fato, a geracdo dos plasmideos para clonagem das referidas mutacdes ja esta
em andamento em nosso laboratério.

A ligacdo de paxilina a por¢do citoplasmatica da subunidade a4 leva a uma maior migracdo
celular e a inibicdo dessa interacdo pode bloguear seletivamente respostas celulares dependentes de o4

(118). Além disso, a arginina presente no motivo GFFKR em subunidade o4 € responsavel por formar

uma ponte salina com um aspartato presente na subunidade 1, que é responsavel por regular o nivel de
ativacdo da integrina (16). Assim, a interrupcao dessa regulacdo pode levar a uma alteracdo no ciclo de
adesdo e deadesdo necessario para a migracdo celular. Portanto, sdo necessarios estudos sobre possiveis
alteracOes na transmigracao celular de linfocitos T contendo a variante R1007S.

A integrina VLA-4 é essencial em varios processos biolégicos importantes por ser responsavel
pela transducdo bidirecional de sinais externos e internos a célula. A obtencdo de uma linhagem
deficiente para a subunidade 04 da integrina nos forneceu uma ferramenta relevante para observarmos
os fendmenos relacionados diretamente a sua funcdo em linfocitos T. Por sua vez, a producdo de
células que possuam alteracGes pontuais nessa proteina, como no caso das variantes relacionadas a
SNPs considerados relevantes, pode revelar mais especificamente quais regides de ITGA4 sdo

essenciais para a sua funcdo e os seus efeitos no linfécito T.
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CONCLUSAO

Na biologia das células T, a integrina VLA-4 possui relevante papel em diversos processos
celulares, entre eles a ativacdo e a migracdo transendotelial. A integrina estudada é envolvida em
diversas doencas humanas, como diversos tipos de cancer, doencas autoinflamatorias e esclerose
multipla. Desse modo, modelos de estudo in vitro para avaliar o papel dessa integrina, especificamente,
a subunidade a4, poderdo elucidar possiveis mecanismos relacionados a utilizagdo de biofarmacos
antagonistas ao VLA-4 ja comercializados, e também as possiveis respostas celulares que devem ser
consideradas ao utilizar essa proteina como alvo terapéutico.

No presente trabalho, nossos resultados sugerem um papel regulador da integrina a4 sobre os
mecanismos de sobrevivéncia de células T, com possivel associacdo dessa proteina a diversas vias
reguladoras dos eventos de morte celular. A partir da avaliacdo do impacto da inativacdo génica da
subunidade 04 da integrina em células Jurkat associada ao estresse por privacdo de soro, concluimos de
maneira preliminar, que ocorre uma mudanca em vias intracelulares que culminam na morte celular
nessa linhagem. Adicionalmente, ao avaliarmos, in silico, a interagdo de variantes da subunidade o4,
contendo SNPs de interesse, com seus ligantes naturais por meio de docking, conseguimos observar o
que parece ser um aumento de afinidade na interacdo dos ligantes a sua regido especifica, intracelular
ou extracelular, no receptor. Portanto, os SNPs selecionados parecem revelar regides dessa subunidade
que podem afetar sua atividade, indicando uma mudanca no seu estagio de ativacdo e,
consequentemente, apontando para possiveis alteraces funcionais do linfécito T. Por fim, o emprego
das linhagens portando as variantes selecionadas poderd trazer avancos na avaliacdo do impacto

funcional das mesmas e sua posterior aplicacdo em medicina personalizada.
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PERSPECTIVAS
Com esse estudo, esperamos contribuir para uma melhor compreensao do papel da integrina a4

e suas variantes nas fungdes de células T, especialmente em processos celulares distintos dos eventos ja
melhor caracterizados adesao e migracao celulares, como no caso da sobrevivéncia celular. Além disso,
esperamos caracterizar as fungdes relacionadas aos SNPs identificados no desenvolvimento de doengas
inflamatdrias. Desse modo, é de nosso interesse observar e comparar os dados de morte celular entre as
linhagens que contenham as variantes R1007S e S634T, e as linhagens ja presentes no Laboratorio
(selvagem e deficiente em ITGA4). Visamos, assim, obter informac6es sobre a natureza na biologia da
célula T, observando como a regido da proteina pode influenciar em processos bioldgicos especificos
como a apoptose e autofagia. Essa informacdo serd possivel ser obtida, pois as variantes S634T e
R1007S que abordaremos nos proximos experimentos, se apresentam, respectivamente, nas porcoes
intracelular e extracelular.

Com os resultados provenientes do RNA-Seq juntamente com 0s experimentos de citometria e
analise morfoldgica das células ITGA4-KO foi possivel relacionar a alteracdo da via de PISBK-AKT com
0s eventos observados de sobrevivéncia celular e apoptose dessas células. Assim, estudos mais
aprofundados para confirmar essa hipdtese serdo conduzidos posteriormente, de modo a elucidar todos
0s componentes envolvidos nessa susceptibilidade a morte e a autofagia. Nesse sentido, ja estdo
planejadas analises das redes de interacdo proteina-proteina entre 0s genes que tiveram sua expressao
mais alterada, assim como ensaios para deteccdo dos niveis proteicos das principais proteinas
relacionadas. Com esses ensaios, esperamos elucidar potenciais mecanismos reguladores do processo

autofadgico mediados pela ativagdo da subunidade 04 em linfocitos T.
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