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RESUMO

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) ¢ o principal regulador da
angiogénese, processo de crescimento de novos vasos sangiiineos a partir de vasos pré-
existentes. O VEGF esta associado a diversos fendmenos fisiologicos e patoldgicos,
incluindo cancer, metastase, retinopatia diabética, disturbios do sistema reprodutor
feminino, inflamacdes, dentre outros. A complexa cascata de sinalizacdo do VEGF tem
sido investigada por métodos de biologia celular e molecular. Sabe-se da existéncia de
varios membros da familia de fatores de crescimento vascular endotelial, VEGF ou
VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD e PIGF. Estes fatores interagem de forma
diferenciada com trés receptores, Flt-1, KDR e Flt-4, promovendo uma variedade de
respostas bioldgicas. Apesar do extenso conhecimento sobre os efeitos causados por
cada fator, pouco se sabe, no nivel molecular, sobre os modos de interacdo destes
fatores com cada receptor e da dinamica molecular destes fatores. O objetivo desta tese
¢ investigar, no nivel molecular ¢ pelo uso de métodos computacionais, fatores
estruturais e dindmicos que possam estar envolvidos com a atividade do VEGF no
processo de angiogénese. As simulagdes mostraram que a dindmica do VEGF ¢
governada por movimentos correlacionados e que, como principal modo, um
movimento do tipo borboleta pode estar relacionado com a atividade dessa proteina. As
interagdes com receptor e inibidor promovem modificagdes dinamicas nas flutuagdes e
correlacdes atdmicas. As ligacdes dissulfidicas que compde o caracteristico “nd de
cistina” atuam, ndo s6 na manutencdo da estrutura tridimensional, mas também na
selecdo dos modos dindmicos. As simulagdes fornecem bases moleculares que explicam
porque o VEGF ¢ capaz de ativar os receptores Flt-1 ¢ KDR e porque os fatores PIGF e

VEGFB s6 ativam o receptor Flt-1.
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ABSTRACT

The vascular endothelial growth factor (VEGF) is the main regulator of
angiogenesis, which is the growth of new blood vessels from preexisting ones. VEGF is
related to many physiological and pathological processes such as cancer, metastasis,
diabetic retinopathy, disturbances of the female reproductive tract, inflammation, and
others. The complex VEGF signaling cascade has been investigated by cellular and
molecular biology methods. It is known of the existence of several members of the
vascular endothelial growth factor family, VEGF or VEGFA, VEGFB, VEGFC,
VEGFD and PIGF. These factors have differential ways to interact with three receptors,
Flt-1, KDR and Flt-4, promoting a variety of biological responses. In spite of the
extended knowledge about the effects caused by each factor, little is known, at the
molecular level, about the interaction modes of these factors with each receptor and
about the molecular dynamics of these factors. The objective of this thesis is to
investigate, at the molecular level and by the use of computational methods, structural
and dynamical factors which could be involved with the activity of VEGF within
angiogenesis. The simulations showed that VEGF dynamics is governed by correlated
motions and that, as the main mode, a butterfly like motion could be related to the
activity of this protein. The interactions with receptor and inhibitor promote dynamical
changes on the atomic fluctuations and correlations. The disulfide bonds that make the
characteristic “cystine knot” act, not only by maintaining the tridimensional structure,
but also by selecting dynamical modes. The simulations provide molecular basis which
explain why VEGF is capable of activating both Flt-1 and KDR receptors and why

PIGF and VEGFB are only capable of activating Flt-1 receptor.
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1 — Introducao

A observagdo de que tumores transplantados induzem forte resposta vascular, no
sentido de formacdo de novos vasos (o fendmeno conhecido pelo nome de
angiogénese), culminou no postulado de que existiriam reguladores de angiogénese
(FERRARA, 2003). Posteriormente, muitos fatores foram descobertos e relacionados
com a regulacdo positiva da angiogénese, como o fator de crescimento de fibroblasto
acido (aFGF: acidic fibroblast growth factor), o fator de crescimento de fibroblasto
basico (bFGF: basic fibroblast growth factor), o fator de crescimento de transformagdo
(TGF: transforming growth factor)-a, TGF-B, o fator de crescimento de hepatocito
(HGF: hepatocyte growth factor), o fator de necrose tumoral-o, a angiogenina, a
interleucina-8 e as angiopoietinas (FOLKMAN, 1992; YANCOPOULOS, 2000;
FERRARA, 2003; FOLKMAN, 2006).

Desde a descoberta do fator de crescimento vascular endotelial (VEGEF: vascular
endothelial growth factor, ou VEGFA) (SENGER, 1983), mais de 7160 artigos com a
sigla VEGF no titulo foram publicados em periddicos indexados (pesquisa realizada na
base de dados do Web of Science em 10/12/2007). Isto reflete a intensa investigacdo da
biologia deste fator de crescimento, principalmente relacionada com o fenomeno da
angiogénese (uma excelente revisdo sobre esta proteina foi publicada por Ferrara
(FERRARA, 2002)). Nos ultimos dez anos, o melhor entendimento da angiogénese,
permitiu classificd-la como um processo altamente complexo e coordenado, que
envolve a ativagdo de uma série de receptores (CARMELIET, 2000; YANCOPOULOS,
2000; ADAMS, 2007). Entretanto, a sinalizacdo de VEGF ¢ a etapa critica do processo
da angiogénese fisiologica e, ao que tudo indica, da angiogénese patoldgica também

(FERRARA, 1997; CARMELIET, 2005).



1.1 — Classificagdo biologica do VEGF

O VEGF ¢ expresso em mamiferos e pertence a familia dos fatores de crescimento
vascular endotelial que inclui outros membros, como o fator de crescimento de placenta
(PIGF: placental growth factor) (DE FALCO, 2002), VEGFB (OLOFSSON, 1996),
VEGFC e VEGFD (HE, 2004). Outros fatores homoélogos foram encontrados em
organismos inferiores, como por exemplo o VEGFE, identificado no genoma do virus
Orf (OGAWA, 1998).

A familia dos fatores de crescimento vascular endotelial, por sua vez, insere-se na
superfamilia do no de cistina (cystine knot), caracterizada pela presenga de trés ligacdes
dissulfeto muito conservadas (MCDONALD, 1993). A familia dos fatores de
crescimento de nervos (NGF: nerve growth factor) (MCDONALD, 1991) e a familia
dos fatores de crescimento de transformacgdo (TGF: transforming growth factor)-p

(SCHLUNEGGER, 1992) sao, também, subfamilias da superfamilia do n6 de cistina.

1.2 - Atividades biologicas do VEGF

A principal atividade biologica do VEGF ¢é a promog¢do do crescimento e
maturagdo de células endoteliais vasculares derivadas de artérias, veias ou vasos
linfaticos (HOEBEN, 2004). O VEGF ¢ um potente indutor da angiogénese e isso pode
ser comprovado em varios modelos in vitro (FERRARA, 1997) e in vivo (LEUNG,
1989; PLOUET, 1989).

Outras atividades biologicas também sao induzidas pelo VEGF. VEGF estimula a

producdo de surfactantes por células alveolares do tipo I (COMPERNOLLE, 2002) e ¢



um fator de sobrevivéncia das células endoteliais, prevenindo a apoptose pela inducdo
da expressdo das proteinas anti-apoptoticas Blc-2 e Al nessas células (GERBER,
1998a; GERBER, 1998b). Os efeitos de sobrevivéncia conferidos pelo VEGF
relacionam-se a fase de desenvolvimento do organismo. A inibicdo do VEGF resulta em
apoptose em ratos recém-nascidos, mas nao atinge ratos adultos (GERBER, 1999a). De
forma analoga, existe maior dependéncia de VEGF nas células endoteliais de vasos
sanguineos recém-formados em tumores, mas nao dos ja bem estabelecidos, o que
sugere que o aparecimento de pericitos no recobrimento do vaso ¢ um dos eventos
determinantes da perda da dependéncia do VEGF (BENJAMIN, 1999).

VEGF promove quimiotaxia (isto ¢, o movimento orientado de células ou
organismos induzido por agentes quimicos) de monocitos (CLAUSS, 1990) e induz a
formag@o de coldnias de células progenitoras de macrofagos (BROXMEYER, 1995).
Em camundongos adultos, VEGF inibe o desenvolvimento de células dendriticas
(GABRILOVICH, 1996) e estimula a producdo de células B e a geracdo de células
mieldides imaturas (HATTORI, 2001). VEGF ¢ também responsavel pela sobrevivéncia
de células tronco hematopoiéticas durante o processo de repopulacdo dessas células
(GERBER, 2002).

Como tem a capacidade de promover vazamento vascular, o VEGF também ¢
conhecido como fator de permeabilidade vascular (VPF: vascular permeability factor)
(SENGER, 1983; DVORAK, 1995). Essa capacidade de aumentar a permeabilidade
vascular relaciona-se a processos inflamatorios e outras patologias (ROBERTS, 1995).

Sabe-se, também, da participagdo do VEGF em processos como a vasodilatacao, a

taquicardia, a hipotensdo ¢ a diminuigdo do déficit cardiaco (KU, 1993; YANG, 1996).



1.3 - Propriedades dos receptores de VEGF

Os receptores dos fatores de crescimento vascular endotelial sdo expressos em
células endoteliais vasculares e em células derivadas da medula 6ssea (FERRARA,
1997). Eles pertencem a familia dos receptores de fatores de crescimento derivados de
plaquetas (PDGFR: platelet-derived growth factor receptor) (VAN DER GREER,
1994). O VEGFA (ou simplesmente VEGF) ¢ capaz de ativar dois receptores do tipo
tirosina quinase (EC 2.7.10.1), o receptor Flt-1 (fins like tyrosine kinase receptor)
também conhecido por VEGFR-1 e o receptor KDR (kinase domain region ou Flk-1)
também conhecido por VEGFR-2 (Figura 1.1). O receptor Flt-4 (ou VEGFR-3) ¢
também um membro da familia de receptores de VEGF, mas ndo ¢ um receptor da
VEGFA, sendo ativado pelos fatores VEGFC e VEGFD. Além dos receptores do tipo
tirosina quinase, VEGFA pode também interagir com uma familia de co-receptores, as

neuropilinas (FERRARA, 2003).

1.3.1-Flt-1 (VEGFR-1)

O receptor Flt-1 (DE VRIES, 1992) pode ser ativado por VEGF, PIGF ¢ VEGFB
(Figura 1.1). Existe uma forma soluvel do dominio extracelular do Flt-1 que serve como
regulador negativo da atividade do VEGF, isto ¢, inibe competitivamente sua atividade
para com os receptores de membrana (Figura 1.1). A regido que se liga ao VEGF ¢
essencialmente composta pelos dominios extracelulares-2 e -3 (WIESMANN, 1997).

A ativagdo do Flt-1 pelo VEGF ndo gera resposta biologica significativa em

células endoteliais. Por isso, acredita-se que o Flt-1 serve como regulador negativo da



atividade do VEGF nesse tipo de célula. Quando o PIGF, que ndo é capaz de ativar o
receptor KDR, ¢ introduzido concomitantemente com o VEGF, observa-se o aumento
da resposta bioldgica pelo favorecimento da complexacdo do VEGF com KDR. Em
outros tipos de célula, o receptor Flt-1 tem resposta bioldgica significativa. Sua ativacao
esta relacionada com a migragcdo de mondcitos, com a producdo de metaloproteinases de
matriz e com o espalhamento metastatico em tumores malignos (FERRARA, 2003;

YAMAZAKI, 2006).

VEGF VEGF Flt-1 solavel
PIGF VEGF-E
VEGF-B VEGF-C e -D
dominio

‘{ 5. ~ extracelular
dominio

g
transmembranar

- dominio quinase

@

- fosfolipidecs

TKBR

Figura 1.1: Representacdo esquemadtica da ativagdo diferencial dos trés diferentes

receptores de fatores de crescimento vascular endotelial.



1.3.2 - KDR (VEGFR-2)

O receptor KDR (TERMAN, 1992) pode ser ativado por VEGF, VEGFC,
VEGFD e VEGFE (Figura 1.1). Este receptor ¢ o principal mediador dos efeitos de
mitogénese, de angiogénese e do aumento de permeabilidade vascular devido a agdo do

VEGF (FERRARA, 2003; SHIBUYA, 2006; YAMAZAKI, 2006).

1.3.3 - Flt-4 (VEGFR-3)

O receptor Flt-4 pode ser ativado por VEGFC e VEGFD. Sua ativacdo relaciona-
se a proliferagdo de vasos linfaticos, a linfoangiogénese, processo intimamente

relacionado ao espalhamento metastatico de tumores malignos (HE, 2004).

1.4 - Aspectos estruturais do VEGF

O VEGEF ¢ funcional na forma de um homodimero, no qual os monomeros estdo
ligados covalentemente por duas ligagdes dissulfeto (codigos PDB: 1VPF e 2VPF)
(MULLER, 1997a; MULLER, 1997b). Além das ligacdes dissulfeto entre os
mondmeros, trés outras ligagdes dissulfeto, caracteristicas do né de cistina, ocorrem em
cada mondmero (Figura 1.2). Na Figura 1.2, as trés alcas que ligam as fitas-f estdo
numeradas. E importante, também, enfatizar que os polos do VEGF (regides

compreendidas nas circunferéncias) contém os residuos importantes para a complexagao



ao receptor. Estes residuos pertencem as algas, as por¢des extremas das fitas-p e as

regides terminais.

Figura 1.2: Estrutura cristalogrdfica do VEGF determinada numa resolugdo de 1,93 A
(c6digo PDB: 1VPF) (MULLER, 1997b). As ligacdes dissulfeto estio em verde. Os
dois polos sao identificados por circunferéncias. Cada poélo inclui as algas-1 e -3 de um
mesmo mondmero, a al¢a-2 do outro mondmero, residuos extremos das fitas-f3, e alguns

residuos das regides terminais.

1.5 - Aspectos estruturais dos receptores de VEGF

Os receptores de VEGF sdao muito semelhantes. Os trés receptores (Flt-1, KDR e
Flt-4) tém sete dominios extracelulares do tipo imunoglobulina, uma regido
transmembrana ¢ um dominio tirosina quinase intracelular (RUCH, 2007). Dois dos
dominios tém estruturas cristalograficas disponiveis no PDB. O dominio-2 extracelular

do receptor Flt-1 tem duas folhas-f em um enovelamento conhecido como “sanduiche”



(Figura 1.3) (codigos PDB: 1FLT, 1QSV, 1QSZ, 1QTY, 1RV6) (WIESMANN, 1997;
STAROVASNIK, 1999; CHRISTINGER, 2004). A estrutura do dominio intracelular do
receptor KDR ¢ caracteristica de uma quinase de membrana convencional (Figura 1.3)
(codigos PDB: 1VR2, 2P2H, 2P2I, 2QUS, 1Y6A, 1Y6B, 1YWN, 2QU6, 20H4)
(MCTIGUE, 2000; HARRIS, 2005; MIYAZAKI, 2005; HASEGAWA, 2007;
HODOUS, 2007, POTASHMAN, 2007). A Figura 1.3 mostra um esquema de um
receptor que inclui algumas partes cujas estruturas ja foram determinadas. Esse modelo
foi montado com uma parte do receptor Flt-1 (dominio-2) e uma parte do receptor KDR
(dominio intracelular), portanto ndo corresponde a um receptor verdadeiro, mas que ¢

util na visualizag@o visto que os receptores sao muito semelhantes.

Regido extracelular

Regiéo intracelular

Figura 1.3: Esquema de um receptor de VEGF. Na regido extracelular existem sete
dominios do tipo imunoglobulina, sendo que o dominio-2 do receptor Flt-1 ja teve a
estrutura cristalografica determinada. O segmento transmembranar estd mostrado em
lilas. Na regido intracelular, vé-se o dominio quinase, que para o KDR, ja teve a

estrutura cristalografica determinada.



1.6 - Importancia terapéutica

A atividade do VEGF relaciona-se com diversos processos fisioldgicos como o
desenvolvimento embrionario (CARMELIET, 1996; FERRARA, 1996), crescimento do
esqueleto (GERBER, 1999b), ovulacdo (FERRARA, 1998) e direcionamento de
axonios neuronais (GRIDLEY, 2007). VEGF também se relaciona com patologias
como o desenvolvimento de tumores solidos (KIM, 1993; CARMELIET, 2005; DE
CASTRO, 2006) e de canceres hematologicos (GERBER, 2003); retinopatia diabética e
outros disturbios intraoculares (AIELLO, 1994; MALECAZE, 1994; AIELLO, 1995);
patologias do sistema reprodutivo feminino (MCLAREN, 1996); inflamacoes
(DVORAK, 1995; DETMAR, 1998) e edemas cerebrais (KOVACS, 1996).

Visto o grande nimero de processos aos quais o VEGF estd intimamente
relacionado, tem-se buscado cada vez mais a modulagdo racional deste fator. A inibi¢do
do VEGF ou de seus receptores faz parte da chamada terapia anti-angiogénica
(CARMELIET, 2005; TABRUYN, 2007) ¢ a inducdo de VEGF ou de seus receptores
faz parte da abordagem conhecida como terapia pro-angiogénica (FERRARA, 2005;
BALASUBRAMANIAN, 2006). A terapia anti-angiogénica ¢ desejada nos casos onde
o processo de angiogé€nese estd ocorrendo por motivos patoldgicos, como no cancer por
exemplo (FOLKMAN, 2006). A terapia pro-angiogénica ¢ desejada nos casos em que a
angiogé€nese pode ter caracteristica “benéfica”, como, por exemplo, em isquemias do

miocardio (FERRARA, 2005).
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2 — Objetivo geral

Tendo em vista a importancia do fator de crescimento vascular endotelial em

diversos processos fisiologicos e patologicos, o objetivo geral dessa tese é:

- Investigar, no nivel molecular e pelo uso de métodos computacionais, fatores

estruturais e dindmicos que possam estar envolvidos com a atividade do VEGF no

processo de angiogénese.
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3 — Aspectos tedricos

Diversos métodos computacionais foram empregados no decorrer desta tese.
Dentre eles, pode-se destacar: (i) simulagdes por dinamica molecular (MD: molecular
dynamics) (ALLEN, 1987; MCCAMMON, 1987; FRENKEL, 1996) e (ii) modelagem
estrutural de proteinas por homologia (HILLISCH, 2004; NAYEEM, 2006). Estes
métodos sdo de uso comum e encontram-se bem descritos na literatura.

O principal foco desta tese foi estudar o comportamento dinamico do VEGF. Com
este proposito, simulacdes de dindmica molecular foram utilizadas para gerar trajetorias
dos sistemas em equilibrio. As flutuagdes atdmicas e as correlagdes entre flutuagdes
atomicas foram analisadas. Os métodos de analise de correlagdes entre flutuacdes
atOmicas tém sido empregados desde a década de 80, mas a hipdtese de que
movimentos correlacionados ou coletivos possam estar envolvidos e, até que ponto,
com a fungdo das proteinas ¢ ainda muito discutida na literatura (WAGNER, 1978;
BROOKS, 1985; SMITH, 1987; CUSACK, 1988; ASTUMIAN, 1989; BAHAR, 1999;
THOMAS, 1999; LEE, 2000; MULDER, 2001; ROZOVSKY, 2001a; ROZOVSKY,
2001b; TAMA, 2001; VOLKMAN, 2001; AGARWAL, 2002; CARLSON, 2002;
EISENMESSER, 2002; SUTCLIFFE, 2002; BENKOVIC, 2003; PALMER, 2004;
WOLF-WATZ, 2004; EISENMESSER, 2005; HUANG, 2005; KARPLUS, 2005;
PALMER, 2006; VENDRUSCOLO, 2006; GREENLEAF, 2007).

Na analise do comportamento dindmico de proteinas, um passo importante € a
caracterizacdo de movimentos lentos de grande amplitude. Esses movimentos tém
natureza coletiva e representam mudangas conformacionais potencialmente essenciais

para a funcdo das proteinas. Apenas movimentos coletivos globais podem modificar de
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forma significativa a superficie externa da proteina e, portanto, sua interacdo com o
meio. A dindmica de proteinas envolve uma escala de tempo que pode ir de 10
segundo até dezenas de segundos (ALEXANDROV, 2005). Os movimentos coletivos,
de possivel importancia funcional, ddo-se em uma escala de tempo de dificil acesso por
métodos tedricos dependentes do tempo (dinamica molecular, por exemplo). Portanto,
na tentativa de entender o mecanismo de movimentos de larga amplitude de proteinas,
pode-se proceder aproximando-se a distribuicdo de probabilidade configuracional por
uma fungdo analitica obtida de um modelo independente do tempo.

As analises de movimentos coletivos em proteinas podem ser feitas de diversas
formas. Uma abordagem que foi e ainda ¢ amplamente utilizada ¢ a de modos normais
(NM: normal modes) (BROOKS, 1983; GO, 1983; BROOKS, 1985; LEVITT, 1985;
GIBRAT, 1990; HAYWARD, 1995; VALADIE, 2003; ALEXANDROV, 2005), na
qual, a estrutura da proteina €, primeiramente, otimizada no vacuo por métodos de
minimiza¢do de energia e, em seguida, a matriz hessiana ¢ calculada e diagonalizada.
Os auto-vetores da matriz hessiana fornecem modos normais com valores de freqiiéncia
dados pelos auto-valores correspondentes. Abordagens simplificadas, que utilizam a
estrutura cristalografica como referéncia e fatores-B experimentais, como o modelo de
redes gaussianas (GNM: gaussian network model) (BAHAR, 1999), modelo de redes
anisotropicas (ANM: anisotropic network model) (ATILGAN, 2001), e o recente
modelo de Hamacher et al. (EANM: extended anisotropic network model)
(HAMACHER, 2006) foram introduzidas para economizar tempo de computagdo na
obtencao dos movimentos coletivos. Outras abordagens baseiam-se no calculo da matriz
de covariancia entre flutuagdes atdmicas. Dentre esses métodos, pode-se destacar: a
analise de mapas de correlagdo dindmica cruzada (DCCM: dynamical cross-correlation

map) (ICHIYE, 1991; HUNENBERGER, 1995; ESTABROOK, 2005), a andlise de
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componentes principais (PCA: principal component analysis) (AMADEI, 1993;
HAYWARD, 1995; SCHEEK, 1995; VANAALTEN, 1995a; VANAALTEN, 1995b;
AMADEI, 1996; DEGROOT, 1996a; DEGROOT, 1996b; CHILLEMI, 1997;
VANAALTEN, 1997; AMADEI, 1999a; AMADEI, 1999b; ZHANG, 2006; LIU, 2007;
MESENTEAN, 2007; PINEDA, 2007) e a analise quasi-harmoénica (QH: quasi-
harmonic) (KARPLUS, 1981; LEVY, 1984; IRIKURA, 1985; KARPLUS, 1987;
DIXIT, 2005; BARON, 2006a; BARON, 2006b; DOLENC, 2006).

No decorrer deste trabalho, foram utilizadas as analises DCCM e PCA. O restante
do presente capitulo destina-se a descricdo desses métodos de analise. Primeiramente,
sera discutida a escolha do sistema de coordenadas. Em seguida, serd introduzida a
analise DCCM. Em um terceiro topico, a analise de modos normais que, apesar de ndo
ter sido empregada, sera descrita por motivos de comparagdo ¢ similaridade matematica
com o PCA. Por ultimo, sera introduzida a analise de componentes principais (PCA).

Os formalismos matematicos utilizados foram adaptados de: (i) Hiinenberger e
colaboradores que fazem uma descricdo critica de analise de movimentos coletivos por
flutuacdes e correlagdes (HUNENBERGER, 1995); (ii) da excelente tese de doutorado
de Riccardo Baron que apresenta uma descricdo matematica geral da analise de modos
normais, da dindmica essencial e da andlise quasi-harménica (BARON, 2006a); (iii) do

artigo introdutoério a dindmica essencial de proteinas de Amadei e colaboradores

(AMADEI, 1993).

3.1 — Escolha do sistema de coordenadas

14



O objetivo da analise de movimentos coletivos de uma macromolécula ¢ a
descri¢do de seus movimentos intrinsecos. Em outras palavras, apenas os graus de
liberdade internos devem ser incluidos na analise, desprezando-se dessa forma os
movimentos de translacdo e rotacdo. Pode-se realizar a analise em coordenadas internas
ou em coordenadas Cartesianas. No primeiro caso, translacdes e rotagdes sdo excluidas
automaticamente, porém trés desvantagens dificultam a andlise: (i) o uso de
coordenadas internas complica a implementagdo computacional do método; (ii) uma
aproximacdo deve ser feita para tornar o Jacobiano associado a transformacgdo de
coordenadas internas em Cartesianas (tensor massa-métrico) independente da
configuragdo do sistema (ver Sec¢do 3.3); (iii) a escolha de um conjunto ndo-redundante
de coordenadas ndo ¢ Unica e afeta o resultado; e (iv) algumas coordenadas internas sao
periddicas e sua representacdo por um oscilador harmonico centrado em um tUnico
minimo ¢ questionavel. Por outro lado, a andlise em coordenadas Cartesianas também
esta sujeita a problemas: (i) ndo existe uma unica forma, ou, pelo menos, uma forma
mais adequada do ponto de vista formal para a remoc¢do dos movimentos globais de
translacdo e rotagdo a partir das configura¢des amostradas durante a simulagdo de uma
macromolécula; (ii) a estrutura molecular média (estrutura de equilibrio no modelo
harmoénico) pode ser menos realistica em termos de coordenadas Cartesianas depois da
remog¢do dos movimentos globais de translacdo e rotagdo em comparacdo com a
estrutura em coordenadas internas; (iii) os diferentes termos de energia potencial do
campo de forcas sdo geralmente associados com coordenadas internas especificas, o que
torna mais natural a escolha por coordenadas internas (BARON, 2006a).

As andlises descritas nesta tese foram feitas em coordenas Cartesianas. Desta
forma, como a andlise se restringe a um sistema ligado (isto ¢, n3o difusivo), ¢

necessario remover os movimentos de translagdo globais (do centro de massa) da
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macromolécula. A retirada dos movimentos de rotacdo da macromolécula é, em
principio, desnecessaria. Entretando, sob o ponto de vista pratico, ela ¢ recomendavel
porque a rotagdo da molécula em torno do centro de massa ¢ um movimento muito
correlacionado e ¢ interpretado como a sobreposi¢do de movimentos harmonicos
descorrelacionados ao longo das coordenadas Cartesianas individuais. Sob o ponto de
vista da entropia, um movimento que, por sua natureza, deveria corresponder a uma
contribuicdo entropica pequena ¢ interpretado como um movimento que corresponde a
contribui¢des entropicas muito grandes. Isto significa que quando as rotagdes em torno
do centro de massas ndo sdo removidas, movimentos espurios sdo incorporados a
analise. Além disso, o tempo de giro de uma macromolécula em torno do centro de
massa ¢ geralmente longo, portanto, os movimentos de rotacdo globais ndo sdo
amostrados de forma acurada nas simulagdes com escalas de tempo hoje usualmente
possiveis (BARON, 2006a). Entretanto, ndo existe uma forma unica de separar a
rotacdo global de uma molécula dos seus graus de liberdade internos (ECKART, 1935),
0 que torna esse procedimento arbitrario (SCHIEBORR, 2001). Usualmente, a remogao
dos movimentos de translacdo e rotagdo ¢ feita por ajuste dos minimos quadrados das
posicdes atomicas (atom-positional least-square fitting) de estruturas coletadas de
forma sucessiva de uma trajetéria de MD sobre uma estrutura de referéncia (SCHAFER,
2000; DOLENC, 2006). Hiinenberger e colaboradores mostraram que apenas os &tomos
com flutuagdes atomicas de pequeno valor, isto €, os que pertencem as regides mais
rigidas da macromolécula, devem ser utilizados para o ajuste, pois a utilizagdo de
atomos das regides flexiveis da macromolécula introduzem correlagdes artificiais
(HUNENBERGER, 1995). De forma alternativa, as simulagdes podem ser realizadas

com constri¢do roto-translacional (AMADEI, 2000).
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3.2 - Analise de movimentos correlacionados através de mapas de correlagdo

dindmica cruzada (DCCM)

Viarios estudos anteriores utilizaram mapas de correlacdo dindmica cruzada
(DCCM) para analisar movimentos correlacionados em proteinas (ICHIYE, 1991;
HARTE, 1992; HUNENBERGER, 1995; RADKIEWICZ, 2000; ZOETE, 2004;
ESTABROOK, 2005; MAZUMDER-SHIVAKUMAR, 2005; DE OLIVEIRA, 2007).

Consideremos r(?) e r;(f) como os vetores posi¢do no tempo ¢ de dois 4tomos i e j
da estrutura (ja considerando a remo¢do dos movimentos de translacdo e rotacdo em

torno do centro de massa). O elemento da matriz de covariancia, c;, ¢ dado por
G = <Ari°Arj> = <(ri_<ri>)(rj_<r/>)> = <rir./‘>_<ri><rj> =

At tmédia_At At tmédm_At tmédm_At
- A O ()= ( zr,.(z>jx( zr,,.(r)j
tmédia t=0 tmédia t=0 t=0

Equacio 1

em que Ar; e Ar; correspondem aos vetores deslocamento dos 4tomos i e j,
respectivamente. A dimensdo dessa matriz de covariancia €, portanto, N x N (em que N
¢ o numero de atomos considerados na analise), diferentemente da matriz de covariancia
que sera descrita na se¢do 3.4. Os colchetes angulares, < >, definem médias temporais.
O intervalo de tempo para o qual as médias sdo calculadas ¢ dado por t,em, € At
corresponde ao intervalo de tempo entre duas configuragdes.

Cada elemento da diagonal da matriz de covaridncia, indice i = j, corresponde a
flutuacdo média quadratica do i-ésimo atomo. As flutuacdes atdmicas podem ser

convertidas em fatores-B (isotropicos) simulados, B;, pela relagdo abaixo
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B, = (8”%Jcﬁ = (8”%](<rf>— <ri>2) Equagcio 2

A normaliza¢do da matriz de covariancia origina a matriz de correlagdo dinamica

cruzada (Cj), cujos elementos sdo dados por

Equacgao 3

E importante notar que os coeficientes de correlagio cruzada variam de -1
(movimentos completamente anticorrelacionados) a +1 (movimentos completamente
correlacionados). Movimentos completamente anticorrelacionados tém a mesma dire¢do
e a mesma freqiiéncia de oscilagdo, porém sentidos opostos. Movimentos
completamente correlacionados t€ém mesma dire¢do, mesma freqiiéncia de oscilagdo e
mesmo sentido. Ao contrario da matriz de covariancia, a matriz de correlacdo dinamica
cruzada ndo contém informacdes sobre a magnitude dos movimentos, apenas do grau
relativo de correlacdo envolvida. Nem a matriz de covaridncia entre os vetores
deslocamento (matriz de covaridncia N x N) nem a matriz de correlagdo dinamica
cruzada s3o capazes de incorporar correlagdes ortogonais, visto que se baseiam em um
produto interno entre vetores de um espaco tridimensional. Portanto, dois atomos,
mesmo que estejam oscilando com a mesma fase e 0 mesmo periodo ao longo de linhas
perpendiculares terdo coeficientes de covaridncia (e conseqiientemente, de correlacdo

cruzada) iguais a zero.
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3.3 — Analise de modos normais

Consideremos um sistema mecanico ligado formado por uma colecdo de n
particulas pontuais discretas, algumas delas podendo formar corpos rigidos. Para
especificar o estado do sistema em um determinado instante, pode-se utilizar n vetores
radiais. Em um espaco tridimensional, cada vetor radial consiste de trés niimeros (por
exemplo, coordenadas retangulares) e, portanto, 3z quantidades devem ser especificadas
para descrever a posicdo de todas as particulas. Caso existam equacdes de
constrangimento, ou seja, equacdes que relacionam duas ou mais coordenadas (como,
por exemplo, em um rotor rigido), nem todas as coordenadas sdo independentes. De
fato, se existem m equagdes de constrangimento, 3n - m coordenadas sdo independentes
¢ o sistema possui 3n - m graus de liberdade (THORNTON, 2004). Consideremos M' o
namero total de coordenadas do sistema (3n) e M o nimero de graus de liberdade (37 -
m). O estado do sistema pode ser especificado por um vetor (de dimensdo M) de
coordenadas generalizadas q = {gm | m = 1...M}. A relagdo entre as variagdes
infinitesimais das coordenadas generalizadas, dq, com as variagdes Cartesianas

correspondentes, dr, ¢ definida pela matriz Jacobiana, J,;, de dimensdo M'x M

J, (‘1) = %‘fq) , Equagdo 4

em que o subscrito ¢ indica a dependéncia do Jacobiano com a escolha do sistema de
coordenadas generalizadas.
Se a energia potencial depende apenas da configuracdo do sistema, o vetor

momento conjugado p, (de dimensado M) associado com q ¢ dado por
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P, = Aq((I)(l ) Equagdo 5

em que o ponto sobre o vetor q denota a derivada primeira de q em relagdo ao tempo

(dq/dt), e A, corresponde ao tensor massa-métrico, dado por
T ~
A, =3 (@MJ (q) Equagio 6

em que M ¢ a matriz diagonal de dimensdes M’ x M' que contém as massas de cada
particula, associadas com suas respectivas coordenadas Cartesianas, e o sobrescrito 7
indica a transposta de um vetor ou de uma matriz.

A energia cinética do sistema pode ser escrita como

1 - ~
K(q,pq)=5p§AqI(Q)pq Equacio 7

A analise de modos normais considera que a superficie de energia potencial, V(q),

na vizinhanga de um ponto estacionario q pode ser aproximada pela fungdo harmoénica

multivariavel
1 ~
Vh(q)=5(q—q0)rﬂq(q—qo) : Equacio 8
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em que H, ¢ a matriz de constantes de forga ou Hessiana (simétrica e com dimensdo M
x M) que contém as derivadas segundas da energia potencial em relacdo aos pares de
coordenadas generalizadas em qq.

Reunindo as equagdes 7 e 8, a energia total do sistema, H(q, pg), na vizinhanga de

(o pode ser aproximada por

1 . X
7,(a,p,)= E(q—qo )Tﬂq(q—qo)+§pﬁéql(q)pq Equagio 9

com isso, a distribuicdo de probabilidade configuracional normalizada no ensemble

canodnico é dada por:

ot (a, 112 —pla-a,) B, (a-a,)
B J‘dpqe ZATEN B A,,(q] )
_qudp e—ﬂﬂh(qqu) -
q

2(q) Equagéo 10

L 5(a-a0) B, (a-a,)

[aqA,(a)e

em que f = (kgT)"', ks é a constante de Boltzmann e 7, a temperatura absoluta. A
dependéncia do tensor massa-métrico A, com a configuracdo do sistema geralmente
complica essa funcdo de distribuicdo devido a integral no denominador. Essa
dificuldade pode ser superada considerando que nas regides da superficie de energia
potencial na proximidade de qy a matriz A, praticamente ndo depende da configuragao,

ou seja

A q)=A(q,)=A,, Equagdo 11

o que ¢ razoavel para oscilagdes pequenas em torno da configuracdo de equilibrio.
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Depois dessa aproximagao, a energia total da equagdo 9 pode ser escrita como

1 . X
?fo(q,pq)zE(q—qo)THq(q—q0)+5p§Aq‘pq- Equagio 12

Esse procedimento permite simplificar a fun¢do de distribuicdo da equagdo 10

para

—%/” (q-q,)" H, (q-q,)
¢ Equagdo 13

po(q):
J.dqe

. .
- Ala-ao)" H, (a-a)
Considere agora, a seguinte transformag¢ao no sistema de coordenadas

a,=U, Am(q—qo) , Equagdo 14

em que U, é uma matriz transformagio, M x M, ortogonal (i.e. com U’ = U™, que

diagonaliza a inversa da matriz Hessiana ponderada pelo tensor massa-métrico:

172
q

172

T -1 ~
UA H A'U-=8E, |, Equagio 15

em que E, ¢ a matriz de autovalores, diagonal, M x M, amplificada por '

Os momentos generalizados associados com as novas coordenadas sdo dados por

p, =2, =U’ A_mpq . Equacdo 16
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A energia total pode ser reescrita no novo sistema de coordenadas como

: 1 S
W,)(aqapaq)j "aﬁﬂqlaﬁ;pzp%- Equagio 17

Escrevendo a equagdo de movimento em termos do formalismo de Hamilton:

. . OH g = <
B, =~d,=>—= 'E,"a,, Equagdo 18
q
tem-se
. —1 -1 _ ~
i+pf E, a =0, Equacao 19

uma equacdo diferencial ordinaria de segunda ordem que corresponde ao movimento de

m osciladores harmdnicos independentes, cada um com freqiiéncia angular de oscilagdo

w =.pB'E" , m=12,.,M. Equagéo 20

m q,m

A correspondente distribui¢do de probabilidade no ensemble candnico ¢ dada por

M
Py (aq )= e—l =11~.. (aq,m) Equagdo 21
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com

Lo 2
pinla,,)=0zE,, e 2 Equagio 22

)
isto ¢, a distribuicdo de probabilidade se fatoriza em um produto de Gaussianas
normalizadas centradas na origem ao longo de cada coordenada normal.

Os autovetores contidos nas colunas de U, correspondem aos modos normais
generalizados associados com as coordenadas generalizadas do sistema, q, ¢ com a
correspondente expressdo para energia total, #o. As coordenadas transformadas, a,, sdo

denominadas coordenadas normais generalizadas e satisfazem as seguintes propriedades
<af1> - J‘daqaqp(’) (aq): 0 C Equacao 23

<aq®aq>zjdaq(aq®aq)p;)(aq):Eq , Equacao 24

em que os colchetes angulares, < >, definem a média sobre o ensemble candnico e a
notacdo a ® b ¢ usada para a matriz com componentes u,v como em a,b,. Como E, ¢
diagonal, a equagdo 24 significa que os movimentos ao longo de diferentes modos
normais generalizados sdo descorrelacionados par-a-par. Pode-se escrever as equagdes
23 e 24 em termos do sistema de coordenadas original, bastando aplicar a transformacao

dada pela equacdo 14, o que resulta em

(a)=4q, +A;I/2Qq<aq> =q, ¢ Equacdo 25
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gq :<(q_q0)®(q_q0)>:< A;l/z ) (_ gqaq)>

-1/2

=A,"U,(a, ®a >U A"=A"UEU A, : Equagdo 26
=p"'H,

em que <q> ¢ o valor médio associado com o sistema de coordenadas original e C, ¢ a
respectiva matriz de covariancia.

O formalismo aqui mostrado foi descrito de uma forma geral para qualquer
sistema de coordenadas. Apesar disso, a andlise de modos normais ¢ geralmente feita
em termos de coordenadas Cartesianas de deslocamentos r em relacdo a um ponto
estacionario. Nesse caso especifico, o Jacobiano associado se reduz a unidade, J,(r) = J,
=1, e o tensor massa-métrico a A,(r) = A, = M (ver as equagdes 4 ¢ 6). A condicao
imposta pela equacdo 11 ¢, entdo, automaticamente satisfeita, e os Hamiltonianos %, e

Hp tornam-se indistingtliiveis (BARON, 2006a).

3.4 - Analise de componentes principais (PCA)

A analise de componentes principais (PCA) ¢ também conhecida como andlise de
modos essenciais, ou simplesmente, dindmica essencial (ED: essential dynamics). Ela
foi introduzida por Amadei e colaboradores, em 1993, como uma proposta para reduzir
o numero de varidveis das simulagdes de biomoléculas a um conjunto de varidveis
“essenciais”, em que somente os modos de maior amplitude sdo considerados e os
modos de menor amplitude servem como restri¢gdes fisicas do sistema (AMADEIL

1993). Isso permite realizar simulagdes de dindmica molecular em um subespaco
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consideravelmente menor, economizando tempo de computagdo e capturando apenas os
movimentos coletivos. As aplicagdes da metodologia mostraram que PCA ¢ uma
poderosa ferramenta de andlise de movimentos coletivos (AMADEI, 1993; SCHEEK,
1995; VANAALTEN, 1995a; VANAALTEN, 1995b; AMADEI, 1996; DEGROOT,
1996a; DEGROOT, 1996b; CHILLEMI, 1997; VANAALTEN, 1997; AMADEI,
1999a; AMADEI, 1999b; ZHANG, 2006; LIU, 2007; MESENTEAN, 2007; PINEDA,
2007).

O formalismo matematico utilizado em PCA ¢ muito semelhante ao formalismo ja
descrito para a analise de modos normais. Os principios fisicos envolvidos sdo, porém,
bem diferentes. Na andlise de modos normais, aproxima-se a vizinhanga da superficie
de energia potencial em torno de um ponto estacionario por uma fun¢do harmonica de
muitas variaveis, na tentativa de uma descri¢do dindmica local (no caso, modos normais
vibracionais). No caso da andlise de componentes principais, tenta-se descrever as
flutuagdes das posi¢des atdmicas numa extensdo global do espaco de fases acessivel
através de simulagdo de dindmica molecular de um determinado sistema ligado (dentro
dos limites da escala de tempo da simulagdo e em uma determinada temperatura). Ao
contrario das andlises de modos normais (NM) e quasi-harménica (QH) que ndo sera
discutida em detalhes nesta tese, PCA ndo inclui na analise as massas atomicas. Uma
conseqiiéncia disso ¢ que os autovalores obtidos por PCA ndo tem dimensdo de
freqiiéncia, o que impede o uso de PCA para o célculo de propriedades termodindmicas
como, por exemplo, entropia. O uso de QH, por outro lado, torna possivel o célculo de
tais propriedades. A diferenca fundamental entre QH e PCA ¢ que em QH diagonaliza-
se a matriz de covariancia ponderada pelo tensor massa-métrico, ¢ em PCA diagonaliza-
se a matriz de covaridncia. O propodsito da analise de componentes principais ¢

decompor as flutuacdes atomicas do sistema em modos de movimento independentes
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que contribuem de forma aditiva para as flutuagdes quadraticas médias do sistema.
Nesse contexto, a matriz de covariancia ¢ diagonalizada, e os resultados da andlise sdo
interpretados considerando que os modos de movimento com as maiores contribui¢des
para as flutuacdes totais do sistema sdo também os modos que mais influenciam a
funcdo da biomolécula, e que os modos associados com autovalores menores sdo
caracterizados por distribuigdes Gaussianas e sdo descorrelacionados entre eles e entre
os modos mais relevantes.

A matriz de covaridncia entre flutuacdes atomicas em coordenadas generalizadas

(q;) em torno da configuracdo média q = <qg> (isto ¢, ja considerando a remogdo de

modos rotacionais e translacionais) ¢ dada por
¢, ={la-9®a-a)={la~(a)a,~(a,))- Equagdo 27

Analogamente, ao procedimento descrito na se¢do anterior, a matriz de

covariancia (ao invés da Hessiana) ¢ diagonalizada como

T,C,T,=A, ou C,=TAT, Equagdo 28

q49—q9—9 —q q9—=q°

em que a matriz transformacdo T,, de dimensdo M x M e ortogonal, contém os
autovetores e que A, de dimensio M x M e diagonal, contém os M autovalores
correspondentes da matriz de covariancia. O conjunto de coordenadas transformadas ¢,

pode ser relacionado com o conjunto de coordenadas original, q, por

¢, ~T/a-a) ou q-@)-T,, . Equasdo 29
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Como na Sec¢do anterior (equacdes 23 e 24), este conjunto de coordenadas satisfaz

as propriedades

<cq>=<IqT(q—ﬁ)>=0 e Equacao 30

(¢, ®¢,)= <[I§(q—ﬁ)]® [Iﬁ(q—ﬁ)]} =T,C, T, =A,. Equacio 31
Como A, ¢ diagonal, semelhantemente a equagdo 24, a equagdo 31 mostra que o0s

pares de coordenadas transformadas, ¢,,sdo linearmente descorrelacionados. A flutuagdo

total média quadratica (MSF: mean-square fluctuation) zi<(qi—ﬁi )2> pode ser obtida

das contribui¢des individuais de cada autovetor

Tr[gq]: Zi<(qi_qi )2> = zi<(qi_qi )T(qi_qi)> = Zi<c; TTIcq,i> =
Zi<c:¢cq,i> = Zi<c;’i> = z;ﬂl = Trhq] ’

Equacao 32

em que 7r corresponde ao trago € 4;, aos elementos da matriz diagonal A,,.
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4 - Comportamento dinimico do VEGF em solu¢ao

4.1 — Introducao

As primeiras evidéncias de que movimentos correlacionados poderiam estar
relacionados com a fun¢do do VEGF vieram da andlise de estruturas cristalograficas
(MULLER, 1997a; MULLER, 1997b). A estrutura cristalografica do dominio de
ligagdo ao receptor do VEGF (residuos 8-109) refinada a resolugdo de 1.93 A (codigo
PDB: 2VPF) contém oito copias do mondmero na unidade assimétrica (MULLER,
1997a). Esse nimero elevado de estruturas na unidade assimétrica permite discutir sobre
a flexibilidade da proteina. A superposicdo das diversas estruturas dos mondmeros
fornece um desvio da raiz quadratica média (RMSD: root mean-square deviation) de
0,24 + 0,06 A para os 4tomos da cadeia principal e 0,37 + 0,11 A quando se considera
todos os 4tomos. A analise dos valores de RMSD por residuo deixa claro que a regido
mais rigida da proteina (essencialmente formada por folhas-beta) ¢ bem semelhante
entre as oito copias. Os maiores desvios acontecem nas regides de algas (i.e. os
segmentos que unem as fitas Bl em B2 (al¢a-1), B3 em B4 (al¢a-2) e 5 em B6 (alga-3))
¢ da hélice-alfa N-terminal. As regides de alcas, hélice-alfa N-terminal ¢ de alguns
residuos que ligam as fitas B4 e BS5 s@o mais flexiveis (FAIRBROTHER, 1997). A
analise da sobreposicao de estruturas revelou que as posigoes observadas dos 4tomos da
alca-3 nas oito estruturas monoméricas representam imagens instantdneas de um
movimento concertado dessa alca, com deslocamentos maiores do que 4,7 A para o
residuo da extremidade (His86). Como essa alga ¢ importante para a ligagdo ao KDR e

ao Flt-1, os autores sugeriram que esse movimento coletivo pode ser funcionalmente
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importante no acesso as diferentes conformag¢des necessarias para a ligagdo aos
receptores (MULLER, 1997a). A posterior determinacdo das 24 estruturas de RMN do
dominio de ligacao ao receptor do VEGF complexado com duas cdpias de um inibidor
peptidico de 19 aminoacidos (conhecido como inibidor v107) também revelou que, ap6s
a sobreposicdo das estruturas, a al¢a-3 tem o mesmo tipo de comportamento (PAN,
2002). Estes resultados sugerem a existéncia de movimentos -correlacionados
funcionalmente importantes na proteina.

Em 2003, Kiba e colaboradores mostraram que existe uma relagdo intima de
atividade entre as algas-1 ¢ -3 e que essa relagdo é crucial para a alta afinidade do VEGF
por seus receptores (KIBA, 2003). No experimento realizado, os autores construiram
quimeras mesclando parte da seqiiéncia do VEGF com VEGF-Exz; (i.e. obtido do
genoma do virus Orf com semelhanga de 45% na seqiiéncia de aminoacidos com
VEGF) e testando a atividade bioldgica dessas quimeras frente ao receptor KDR.
Ambos VEGF e VEGF-Eyz; s@o ativos para esse receptor. Quimeras construidas com
partes da seqiiéncia do PIGF também foram utilizadas como controle, visto que o PIGF
ndo ¢ ativo para este receptor. Os resultados mostraram que a troca de uma das alcas-1
ou -3 do VEGF pela al¢a correspondente do VEGF-Eynz; reduz drasticamente sua
habilidade em ativar KDR. De forma anéaloga, quando a seqiiéncia de uma dessas algas
do VEGF-Exz; ¢ trocada pela seqiiéncia correspondente do VEGF, a atividade ¢
também drasticamente reduzida. Quando a seqiiéncia da alg¢a-2 ¢ trocada, tanto de
VEGF para VEGF-Enz; como de VEGF-Enz; para VEGF, nada acontece com a
atividade. De forma surpreendente, quando duas algas, -1 e -3, sdo trocadas
simultaneamente, a atividade ¢ recuperada. Esse resultado revela um efeito cooperativo
entre as algas-1 e -3, indicando a necessidade de um par de alcas-1 e -3 complementar

para a existéncia da atividade dessas proteinas frente esse receptor (KIBA, 2003).
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Em 2006, Pieren ¢ colaboradores determinaram a estrutura tridimensional da
variante NZ2 do VEGFE do virus Orf’, e mostraram que a estrutura ¢ muito semelhante
a do VEGFA. VEGFEyNz,, como o VEGFENz7, € capaz de ativar o receptor KDR, porém
¢ incapaz de ativar o receptor Flt-1. Repetindo, eles construiram quimeras trocando
partes da seqiiéncia do VEGF-Enz, pelas partes correspondentes da seqiiéncia do PIGF
(capaz de ativar Flt-1, mas incapaz de ativar KDR). A substitui¢do da al¢a-1, ou da alca-
3, do VEGF-Enyz, pela alga correspondente do PIGF, ¢ capaz de inativar completamente
o VEGF-Enz perante KDR. A quimera na qual apenas uma das alcas (-1 ou -3) foi
substituida é completamente inativa para os dois receptores. Quando as duas al¢as sdo
substituidas simultaneamente, o VEGF-Exz, torna-se capaz de ativar o receptor Flt-1.
Estes experimentos indicam, novamente, que um par de al¢as-1 e -3 complementar ¢é

necessario para a atividade da proteina (PIEREN, 2006).

4.2 — Objetivos

Tendo em vista os resultados descritos na Se¢do anterior, o objetivo deste Capitulo

¢ investigar a ocorréncia de movimentos coletivos de importancia bioldgica no VEGF.
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4.3 — Detalhes computacionais

4.3.1 - Estrutura inicial

Como ponto de partida, foi utilizada a estrutura mais representativa de um
conjunto de 24, obtidas por RMN (cédigo PDB: 1KAT) (PAN, 2002). A escolha por
essa estrutura dentre as diversas disponiveis no PDB obedeceu a dois critérios: ser a
estrutura mais completa do dominio de ligacdo ao receptor do VEGF (residuos 11 a
109) e ndo existir nenhuma diferenca estrutural significativa entre essa estrutura de
RMN e as estruturas cristalograficas disponiveis (cédigos PDB: 1VPF e 2VPF). Nessa
estrutura de RMN, o VEGF estd complexado com duas copias do inibidor peptidico
v107 e, portanto, esses inibidores foram removidos antes da preparacdo do sistema. O
modelo de VEGF, um homodimero, que foi considerado nesse estudo consiste no
dominio de ligacdo ao receptor, formado pelos residuos 11 a 109 de cada mondémero. Os
monomeros sdo ligados por duas ligacdes dissulfeto e cada monomero possui trés outras
ligacdes dissulfeto intramoleculares que formam o caracteristico né de cistina (Figura

1.1).

4.3.2 - Dinamica molecular

A simulacdo por dindmica molecular (MD) do fator de crescimento vascular
endotelial foi realizada no emsemble NPT, utilizando o pacote computacional
GROMACS (BERENDSEN, 1995; LINDAHL, 2001) e o campo de for¢cas OPLS all-

atom extendido para o tratamento de biomoléculas (KAMINSKI, 2001).
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Primeiramente, um procedimento de minimizagdo de energia foi aplicado a
estrutura inicial para remover contatos de alta repulsdo. A minimizagdo utilizou 1000
passos do algoritmo steepest descent. O sistema foi entdo solvatado dentro de uma caixa
retangular contendo 8222 moléculas de agua do tipo SPC (BERENDSEN, 1981;
BERWEGER, 1995), sendo que 12 delas foram posteriormente substituidas por contra-
fons Na" para neutralizar o sistema. Essa substitui¢io foi realizada pelo médulo genion
do pacote GROMACS que recalcula o potencial eletrostatico apds a inclusdo de cada
contra-ion. A partir desse ponto foram aplicados condi¢des periddicas de contorno, o
algoritmo LINCS para fixar estiramentos envolvendo atomos de hidrogénio (HESS,
1997) ¢ o método do somatdrio de Ewald (ESSMANN, 1995) para o tratamento de
interagdes de longo alcance. Uma simulagdo das moléculas de agua e dos contra-ions foi
realizada na temperatura de 300 K e 1 atm com o objetivo de equilibra-los ao potencial
exercido pela proteina e permitir que as moléculas de dgua penetrassem nas cavidades
da superficie da proteina. Nessa etapa, potenciais harmonicos foram utilizados para
restringir o movimento dos atomos da proteina. As equagdes de movimento foram
integradas segundo o algoritmo Verlet Leapfrog (HOCKNEY, 1970). O controle de
pressdo e temperatura foi realizado por acoplamento fraco a um banho externo segundo
o formalismo de Berendsen (BERENDSEN, 1984). A energia do sistema foi, entdo,
minimizada por 1000 passos do algoritmo steepest descent. O sistema foi aquecido
gradualmente até a temperatura de 300 K utilizando seis blocos de simulagdo. No
primeiro bloco a temperatura variou de 0 a 50 K, no segundo de 50 a 100 K, e assim por
diante. Cada bloco durou 50 ps, totalizando 300 ps na etapa de aquecimento (HORTA,
2007). Com o sistema termalizado em 300 K e 1 atm, a etapa de aquisicdo de dados foi

iniciada. Exceto pelos estiramentos envolvendo atomos de hidrogénio, nenhuma

33



restricdo foi imposta ao sistema. A simula¢do foi desenvolvida com intervalo de

integracdo de 2 fs e tempo total de 10 ns.

4.3.3 - Analise de movimentos correlacionados

Os elementos da matriz de correlagdo dindmica cruzada, Cj;, foram calculados
segundo o formalismo descrito na secao 3.2 e lancados em um grafico bidimensional
(DCCM) para extrair informacdes sobre a correlagdo dos movimentos do dimero do
VEGF. A matriz de correlagdo dinamica cruzada foi calculada sobre os ultimos 5 ns da
simulacdo, efetuando-se médias sobre blocos de diferentes tamanhos: 250 ps (20
blocos), 500 ps (10 blocos) ¢ 1000 ps (5 blocos). Os resultados ndo variaram
significativamente com o tamanho dos blocos. Por esse motivo, daqui em diante sera
considerada apenas a particdo em 5 blocos de 1000 ps. Os movimentos de translagio e
rotacdo foram removidos por sobreposicdo das estruturas, conforme descrito na se¢do
3.1, tomando como referéncia os d&tomos de Ca dos residuos: 18-33, 46-58, 68-78 e 90-
100. Esses residuos correspondem as porgdes mais rigidas da molécula de VEGF e

foram escolhidas de acordo com os valores experimentais de fator-B.

4.3.4 - Analise de componentes principais

A matriz de covariancia 3N x 3N (ver Secdo 3.4) foi construida e diagonalizada
utilizando apenas os atomos de Co sobre os ultimos 5 ns da trajetoria. Com esse
propdsito, o modulo g covar do pacote GROMACS foi utilizado. Os primeiros e ultimos

5 residuos foram excluidos para impedir que os movimentos muito flexiveis das por¢des
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terminais dominassem a analise (TAIL, 2001). Foram removidos também os movimentos
de translacdo e rotacdo em torno do centro de massas por sobreposicao das estruturas,
usando como referéncia os mesmos residuos descritos no item anterior. A trajetoria de
MD em coordenadas cartesianas foi projetada nos componentes principais utilizando o

modulo g_anaeig do pacote GROMACS.

4.4 - Resultados e discussao

4.4.1 - Estabilidade da simulacdo

A andlise de RMSD, o raio de giro (Rg) e a area superficial acessivel ao solvente
(SASA) foram usadas para analisar o equilibrio do sistema (Figura 4.1). O RMSD foi
calculado por sobreposi¢@o das estruturas sobre os d&tomos de Ca. Quando todos os Ca
sao considerados no calculo do RMSD, o desvio em relagdo a estrutura inicial ¢ da
ordem de 0,19 nm. Esse valor cai para 0,10 nm quando considera-se apenas os atomo de
Ca das regides mais rigidas (residuos: 18-33 (hélice-a e fita-f), 46-58 (fita-B), 68-78
(fita-B) e 90-100 (fita-P)). Esses valores de RMSD convergem razoavelmente bem a
partir de 1 ns de simulagao (Figura 4.1a). Quando considera-se apenas os residuos das
regides mais flexiveis, que fazem parte das regides de algas, o RMSD converge para
0,45 nm, aproximadamente, apds 4 ns e permanece estavel até o fim da simulacdo.
Como a presente andlise tem como objetivo estudar principalmente os movimentos
correlacionados das regides flexiveis (regido de algas), foram considerados apenas os
ultimos 5 ns da trajetoria, pois antes disso as regides flexiveis ainda ndo estavam

equilibradas. Como ja foi dito, as regides de al¢as formam os polos do dimero do VEGF
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e incluem os residuos mais importantes para a complexacdo com os receptores. Elas
sdo, portanto, um sitio importante para a inibicdo do VEGF. A elevada flutuagdo do
RMSD dessa regido ¢ conseqiiéncia de sua alta flexibilidade. O raio de giro (Rg)
permaneceu estavel em torno de 2,05 nm durante toda a trajetoria, o que indica que
nenhuma modificacdo significativa no formato da proteina ocorreu durante a simulagio
(Figura 4.1b). A 4rea superficial acessivel ao solvente (SASA) também indicou a boa

estabilidade da trajetoria, permanecendo estavel em torno de 63 nm” (Figura 4.1c).
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Figura 4.1: (a) RMSD relativo aos atomos de Ca do VEGF. A linha preta fina
representa 0 RMSD calculado sobre todos os atomos de Ca, a linha preta em negrito
representa 0 RMSD calculado sobre os Ca da regido das algas, e a linha cinza representa
0 RMSD calculado sobre os atomos de Ca da regido mais rigida. (b) Raio de giro e (¢)

Area de superficie acessivel ao solvente.
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4.4.2 - Flutuagéoes atomicas

As flutuagdes atdmicas foram analisadas em termo dos fatores-B isotropicos,
calculados sobre os ultimos 5 ns da trajetéria, efetuando-se a média de 20 blocos de 250
ps em intervalos de tempo de 2 ps. Os valores calculados foram comparados com a
média dos fatores-B obtidos da estrutura refinada do cristal (codigo PDB: 2VPF)
(MULLER, 1997a), que inclui oito copias de cada monomero. Na Figura 4.2, as linhas
continuas correspondem aos fatores-B calculados para cada mondmero. A linha
tracejada corresponde a média dos fatores-B dos oito mondmeros presentes na unidade
assimétrica da estrutura cristalina. Pode ser notado que existe acordo qualitativo muito
bom entre os resultados calculado e experimental. As regides mais flexiveis possuem
valores maiores de fator-B, sendo que essas regides correspondem as trés algas e alguns
residuos das fitas B-3 e B-5. Estudos preliminares mostraram que a alta flexibilidade
dessas fitas ¢ conseqiiéncia da existéncia de apenas uma ligagdo de hidrogénio entre as
fitas. Os fatores-B calculados sdo, em geral, menores do que os obtidos da difracdo de
raios-X, exceto os correspondentes aos residuos da alga-3, onde ocorre uma inversao.
Essa inversdo pode ser atribuida ao fato dos residuos dessa alga, em solucdo, ndo
estarem mais em contato com outras copias como no cristal (isto ¢, a alga-3 tem
contatos proximos com o0s pélos de outras copias do VEGF na estrutura cristalina), mas

sim, solvatados por moléculas de agua (TAI 2001).
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Figura 4.2: Fatores-B calculados para cada mondmero do VEGF (linhas continuas) e a
média dos fatores-B experimentais obtidos da estrutura cristalografica de multiplas

copias do VEGF (linha pontilhada) (c6digo PDB: 2VPF).

4.4.3 - Amplitude dos movimentos

A Figura 4.3a mostra a sobreposi¢do de estruturas de um dos mondmeros. O outro
mondmero esta na representacao em fita. Apenas o primeiro mondmero foi utilizado no
processo de ajuste (least square fitting). A figura foi construida pela sobreposicao de 20
estruturas coletadas a cada 250 ps sobre os Ultimos 5 ns da trajetéria. Somente os
atomos de Co das regides mais rigidas da proteina (definidas previamente) foram
utilizados no ajuste. Esse tipo de analise ¢ util para a vizualizagdo da amplitude dos
deslocamentos dos residuos da proteina. Como esperado, as algas e regides terminais

tem amplitude e flexibilidade maiores, o que estd de acordo com os resultados
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experimentais (FAIRBROTHER, 1997; PAN, 2002). A Figura 4.3b mostra a
sobreposi¢do das 24 estruturas obtidas por RMN (cédigo PDB: 1KAT), das quais os
inibidores foram omitidos. As diferengas observadas entre MD ¢ NMR estdo nas
amplitudes dos movimentos, maiores nas estruturas de MD. Este resultado sugere que a
ligacdo ao inibidor reduz a amplitude dos movimentos dos polos da proteina (Figura
4.3). Nao seria uma surpresa se a alta flexibilidade dos polos fosse uma propriedade
importante em relacdo a complexagdo do VEGF com os seus receptores, visto que os
polos sdo as regides que contactam a superficie dos receptores. Portanto, modifica¢des
na entropia conformacional parecem ser pardmetros importantes na termodindmica da
ligacdo dessa proteina a seus receptores, ¢ os polos seriam as regides onde essas
mudangas ocorreriam de forma mais intensa. A alta flexibilidade também poderia ser
um importante parametro, responsavel pela promiscuidade do VEGF, capaz de se ligar
ao receptor KDR e ao receptor Flt-1. Como veremos adiante, as posi¢cdes dos dtomos
observadas para a al¢a-3 na figura 4.3 caracterizam diferentes imagens instantaneas de
um movimento concertado, no qual a estrutura da al¢a se mantém, mas ela, como um
todo, move-se como um péndulo. Além disso, como discutido anteriormente, as fitas [3-

5 e B-6 tém um certo grau de desordem.
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Figura 4.3: Sobreposicao de estruturas mostrando a amplitude dos movimentos de um
dos monomeros do VEGF. (a) Estruturas obtidas da simulagdo de MD. (b) Sobreposicao
das 24 estruturas obtidas por Pan e colaboradores por RMN (codigo PDB: 1KAT)

(PAN, 2002).

4.4.4 - Movimentos coletivos

Para melhor compreender o comportamento dindmico do VEGF, a matriz de
correlagdo dinamica cruzada foi calculada e seus coeficientes foram langcados em um
grafico bidimensional (DCCM) (Figura 4.4). Para facilitar a vizualizacdo, os valores

positivos estdo mostrados abaixo e os valores negativos acima da diagonal. Apenas as
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correlagdes entre -1 ¢ -0,3 e entre +0,3 e +1 foram consideradas. Espera-se que residuos
consecutivos tenham valores positivos ao longo da diagonal do DCCM, o que indica
forte correlacdo entre residuos proximos na seqiiéncia. As hélices-a geralmente
aparecem como triangulos saindo da diagonal e folhas-f3 geralmente aparecem como um
filamento que sai da diagonal. Residuos correlacionados distantes na sequéncia

aparecem como “ilhas” fora da diagonal (HARTE, 1992).
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Figura 4.4: Mapa de correlagdo dinamica cruzada do VEGF. As correlacdes (isto €,
valores positivos) estdo mostradas abaixo e as anticorrelagdes (isto €, valores negativos)
acima da diagonal. Os coeficientes de correlacdo foram calculados efetuando-se a média
de 5 blocos consecutivos de 1000 ps sobre os ultimos 5 ns da trajetoria. Sdo mostrados
apenas os coeficientes com moddulo superior a 0,3. O quadrado AA corresponde as
correlagdes que envolvem os residuos do monémero A. O quadrado BB corresponde as
correlagdes que envolvem os residuos do monomero B. As correlagdes entre

monodmeros aparecem no quadrado BA e as anticorrelagdes no quadrado AB.
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O DCCM do VEGF (Figura 4.4) mostra regidoes correspondentes a movimentos
correlacionados e quase ndo tem regides de movimentos anticorrelacionados. As regides
correspondentes a correlacdes entre residuos de um mesmo mondmero (regioes AA e
BB) sdo bem semelhantes, pois a estrutura ¢ de um homodimero para o qual espera-se
que os movimentos reflitam uma certa simetria no mapa. A analise das regides AA e BB
indica que existe um certo grau de correlagdo dindmica entre os residuos que formam a
alca-1 (39-45), a al¢a-2 (62-67), a alca-3 (84-89) e alguns residuos da folha-B (46-49;
90-95). Além disso, algumas regides fora da diagonal indicam correlagdes entre o
movimento dos residuos da algca-1 ¢ da a al¢a-3 (39-45 com 84-89), entre residuos
pertencentes a diferentes fitas da folha-f (25-35 com 52-60; 43-50 com 79-83), e entre a
por¢do C-terminal ¢ a al¢a-2 (103-109 com 62-67). Correlagdes relevantes entre
residuos de diferentes mondmeros ndo sdo observadas (regido BA). Também ndo sdo
observadas anticorrelagdes relevantes (regido AB) (HORTA, 2007; , 2008a).

De forma geral, as regides mais correlacionadas nos mapas fazem parte do mesmo
polo (principalmente, algas-1 e -3). Para verificar se existe algum tipo de interagdo
especifica a manter as algas-1 e -3 se movendo de forma correlacionada, a trajetoria foi
cuidadosamente analisada. Foi observado que as cadeias laterais de residuos com carga
negativa da alca-1, Glu42 e Glu44, interagem fortemente com as cadeias laterais de
residuos com carga positiva da alca-3, Arg82 e Lys84, respectivamente (Figura 4.5a).
Em contrapartida, nenhuma interagdo especifica foi encontrada entre os residuos das
alcas-1 e -2, exceto pela ligacdo dissulfeto entre os residuos Cys51 e Cys60 (Figura
4.5b). Além disso, as alcas-1 e -3 mantém interagdes de ligacdo de hidrogénio entre os

atomos da cadeia principal dos residuos Ile46 e I1e83, e Lys48 e Met81.
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Figura 4.5: Ultima estrutura da simulagdo mostrando a regido das algas. A cadeia
principal esta na representagdo em fitas e as cadeias laterais dos residuos selecionados
estdo representados em hastes. (a) Interagdes do tipo ponte salina formada pelos pares
Arg82 e Glud2, e Lys84 e Glud4. (b) A ligacdo dissulfeto entre Cys51 e Cys60 mantém
as algas-1 e -2 ligadas covalentemente. (c) Interagdes eletrostaticas entre todos os
residuos dos polos do VEGF. Os residuos estdo identificados como: N-terminal [nt: 11—
25], al¢a-1 [11: 39-50], al¢a-2 [I12: 59-67], al¢a-3 [I3: 80-92], ¢ C-terminal [ct: 105—
109]. Os subscritos indicam a cadeia. Valores positivos (repulsdes) estdo acima da
diagonal e valores negativos (atragdes) estio abaixo da diagonal. A direita estdo os
intervalos de energia em kJ/mol. As elipses mostram as regides onde ocorrem as

interagdes mais fortes.
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Para melhor caracterizagdo dos pares de residuos que mantém interagdes
especificas nos polos do VEGF, foram calculadas as interagdes electrostaticas entre os
residuos de um mesmo polo (Figura 4.5¢). Essa andlise foi feita considerando cada
residuo como um grupo e calculando as interagdes eletrostaticas entre todos 0s grupos.
Para isto, a simulagdo foi estendida em 1 ns e nesse intervalo de tempo foi calculada a
média entre essas interagdes. Repulsdes muito fortes ndo foram observadas. As
interacoes eletrostaticas mais intensas foram observadas entre os residuos das algas-1 e -
3 (elipses, Figura 4.5¢). Os residuos que contribuem de forma mais intensa para essas
interagdes sdo: Glud2, Glud4, lle46, Lys48, Met81, Arg82, 11e83 e Lys84. As interagdes
mais fortes sdo dadas pelos pares Glud2 e Arg82 (~70 kJ/mol), Glud4 ¢ Lys84 (~100
kJ/mol), Ile46 ¢ I1e83 (~31 kJ/mol) e Lys48 e Met81 (~27 kJ/mol). E importante
mencionar que os numeros entre paranteses devem ser considerados apenas para
comparagdes qualitativas. Como descrito, os pares Glud2-Arg82 e Glud4-Lys84
realizam interagcOes iOnicas entre atomos da cadeia lateral e os pares Ile46-11e83 e
Lys48-Met81 realizam interagdes de ligacdo de hidrogénio entre dtomos da cadeia
principal.

Sumariando, observa-se a existéncia de movimentos coletivos que envolvem
residuos do mesmo po6lo do dimero do VEGF, principalmente, residuos das algas-1 e -3.
E possivel que essas correlagdes de movimentos estejam relacionadas com a atividade
dessa proteina, visto que elas estdo presentes nas regides importantes para a ligacdo aos
receptores.

Como descrito na introducdo, Kiba e colaboradores mostraram que a al¢a-2 pode
ser trocada entre as proteinas VEGF e VEGF-Exz; sem afetar a atividade dessas
proteinas em relagdo ao receptor KDR. Entretanto, a troca de uma das algas-1 ou -3

reduz significativamente a atividade da proteina, mas a troca simultanea da seqiiéncia
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das duas algas-1 e -3 recupera a atividade. Esses resultados indicam forte
cooperatividade entre as algas-1 e -3 que depende da seqiiéncia especifica dessas algas.
Em outras palavras, existe uma relagdo intima entre essas al¢as que afeta a fungdo da
proteina. Esses autores acreditam que a troca de uma das alg¢as-1 ou -3 pode afetar a
estrutura tridimensional da proteina, inativando-a (KIBA, 2003). Os resultados aqui
apresentados indicam que existe cooperatividade no movimento dessas algas que resulta
em um movimento coletivo. As for¢cas que mantém unidas essas algas sdo
essencialmente interacdes especificas entre as cadeias laterais de certos aminoacidos.
Por outro lado, a alga-2 liga-se aos outros residuos do mesmo pdlo apenas por uma
ligacdo dissulfeto, que esta presente em todos os membros da superfamilia do n6 de
cistina, incluindo a familia dos fatores de crescimento endoteliais vasculares. Portanto,
esta interagdo mantém-se inalterada quando da substituicdo da seqiiéncia dessa alca pela
seqiiéncia da al¢a-2 de outro VEGF. Essa explica¢do justifica o fato da troca da alga-2

ndo afetar a atividade.

4.4.5 - Analise de componentes principais

A matriz de covariancia 3N x 3N foi calculada e diagonalizada segundo a teoria
descrita na Segdo 3.4 e o procedimento computacional da Secdo 4.3. Para assegurar que
a amostragem configuracional foi suficiente para que a analise de covariincia forneca
um conjunto consistente de autovetores, a raiz quadrada da média dos produtos internos
(RMSIP: root mean square inner products) (equagao 33) foi calculada entre intervalos
crescentes da primeira metade da etapa de analise da simulagao (de 5000 ps até 7500 ps)

com a segunda metade (de 7500 ps at¢ 10000 ps) envolvendo o subespago composto
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pelos primeiros 10 autovetores (que foram considerados aqui como o subespago

essencial).

110 10

1/2
RMSIP = (— 3 (v, )ZJ Equagdo 33

=l j=1

Nessa equagdo, 1; € v; sdo autovetores da primeira e da segunda metades,
respectivamente. Essa metodologia foi aplicada na validagdo da dinamica essencial da
proteina L e do citocromo ¢551 (AMADEI, 1999a). Com a finalidade de evitar
correlagdes, foram comparados apenas os autovetores obtidos da primeira metade com
os autovetores obtidos da segunda metade. A Figura 4.6 mostra a sobreposicao
(overlap) dos espacos essenciais entre as duas metades, obtidas de intervalos crescentes
de tempo, variando entre 5 ps e 2500 ps. Apos 700 ps, o valor de RMSIP converge para
uma sobreposi¢do aproximadamente igual a 0,5. Segundo Amadei e colaboradores, um
RMSIP de aproximadamente 0,6 indica boa convergéncia do conjunto de autovetores do
subespaco essencial (primeiros 10 autovetores) (AMADEI 1999a) o que ndo implica
necessariamente na convergéncia de autovetores isolados. E também importante notar
que, dentro do escopo da analise de componentes principais, o valor de RMSIP, por

definigdo, deveria idealmente se aproximar de 1 para trajetorias equilibradas.
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Figura 4.6: RMSIP dos primeiros 10 autovetores obtidos das duas metades (2500 ps)

dos ultimos 5 ns da simulacdo em intervalos crescentes de tempo.

Os primeiros poucos componentes recuperam quase completamente o valor total
da raiz das flutuacdes quadraticas médias (RMSF: root mean-square fluctuations).
Foram calculadas as fracdes do RMSF global que pertencem a cada autovetor sobre os
ultimos 5 ns da trajetoria. O primeiro autovetor € responsavel por 72,8% do RMSF total,
e a inclusdo do segundo autovetor eleva esse valor para 90,1%. Os primeiros 5
autovetores capturam 97,6%, e os primeiros 10 capturam 99,3% do RMSF. Dentro dos
limites do modelo utilizado, conclui-se dessa analise que os (poucos) primeiros
autovetores formam um espago representativo da dinamica essencial do VEGF, com os
autovetores restantes correspondendo quase que apenas a restri¢des fisicas.

Os ultimos 5 ns da trajetéria foram projetados nos primeiros cinco autovetores.
Para analisar as projecdes, foram consideradas apenas as estruturas extremas de cada
projecdo (estrutura de maior ¢ menor deslocamento ao longo da coordenada
unidimensional) (Figura 4.7). A proje¢do no primeiro autovetor corresponde a um
movimento no qual os p6los do VEGF estdo sendo projetados um contra o outro, como
as asas de uma borboleta. Esse movimento reflete a correlacdo existente entre os

residuos de um mesmo pdlo em movimento concertado. Os outros modos correspondem
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a movimentos de amplitudes muito menores, o que dificulta uma analise qualitativa do

papel desses modos.

Figura 4.7: Estruturas extremas das proje¢des da trajetdria nos primeiros cinco
autovetores. Os autovalores correspondentes a cada autovetor estdo abaixo da respectiva

projegao.

4.5 - Conclusoes

Uma explicacdo foi sugerida para o comportamento cooperativo na troca de
seqiiéncias de algas de diferentes VEGFs. As correlagdes existentes entre as alcas-1 e -3
podem ser um pré-requisito para a atividade dessa proteina e pode ser a causa da relagdo
intima de atividade entre essas alcas. A analise de componentes principais reforcou a
existéncia de movimentos correlacionados ¢ mostrou que um movimento do tipo
borboleta domina a dinimica do VEGF. E possivel que os movimentos descritos tenham
uma importancia crucial na ligagdo do VEGF aos seus receptores, bem como na

seletividade.
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5 - O efeito da complexa¢io com receptor e inibidor na estrutura e na

dinamica do VEGF

5.1 - Introdugao

Apesar de toda semelhanga na arquitetura global (ver Secao 1.5), Flt-1 e KDR tém
diferencas significativas em suas propriedades funcionais. KDR estd mais envolvido na
resposta angiogénica e Flt-1 parece controlar a migracdo de mitdcitos e macrofagos. O
VEGF tem uma afinidade dez vezes maior pelo Flt-1 (K; ~ 10 pM) do que pelo KDR
(Ks~ 100 pM) (STAROVASNIK, 1999).

Em 1997, Wiesmann e colaboradores, determinaram por difracdo de raios-X a
estutura do complexo formado pelo VEGF e duas copias do segundo dominio
imunoglubulina do receptor Flt-1 (cédigo PDB: 1FLT) (WIESMANN, 1997).
Descobriu-se também que esse dominio € necessario e suficiente para a ativacdo do
receptor, € que os outros dominios sdo responsaveis pela cascata de transducao do sinal
(DAVIS-SMYTH, 1996; BARLEON, 1997, CUNNINGHAM, 1997; WIESMANN,
1997). O segundo dominio do receptor Flt-1 (Flt-1p;), complexa-se com o VEGF na
regido dos polos e mantém, principalmente, intera¢cdes hidrofobicas (WIESMANN,
1997).

Peptideos com alta afinidade por VEGF capazes de inibir a ligagdo do VEGF aos
seus receptores foram preparados como modelos para o desenvolvimento de novos
farmacos, preferencialmente, moléculas organicas pequenas (FAIRBROTHER, 1998).

As estruturas de varios complexos entre VEGF e peptideos estdo descritas na literatura
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(codigos PDB: 1KAT e 1VPP) (WIESMANN, 1998; PAN, 2002). O peptideo v107 (de
seqiiéncia primaria; GGNECDAIRMWEWECFERL) se destaca como um excelente
candidato para o desenho de novos fairmacos porque tem alta afinidade por VEGF e

liga-se na mesma regido do receptor.

5.2 - Objetivos

O objetivo do presente capitulo ¢ investigar os efeitos da complexagdo do receptor
Flt-1 e do peptideo inibidor v107 na estrutura e na dindmica do fator de crescimento
vascular endotelial, pela anélise das mudangas de estrutura média, de flexibilidade

conformacional e dos rearranjos das cadeias laterais do VEGF ao se complexar.

5.3 - Detalhes computacionais

5.3.1 - Estruturas iniciais

Trés modelos foram construidos (ver Tabela 5-1): (i) o complexo formado pelo
VEGF e duas copias do segundo dominio do receptor Flt-1 (VEGF Flt-1p;); (i1) o
complexo formado pelo VEGF e duas copias do peptideo inibidor v107 (VEGF_v107);
(ii1) e o complexo formado pelo VEGF e duas copias de um inibidor v107 mutante, nas

quais o residuo Glu4 foi substituido por uma alanina (VEGF_v107 ).
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Tabela 5-1: Estruturas iniciais usadas na simulagéo.

Modelo PDB de partida residuos do residuos do residuos do
VEGF/cadeia Flt-1py/copia v107/copia

VEGF _Flt-1p; 1IFLT 11a109* 132 a226*
VEGF _v107 IKAT 11a109 1al9
VEGF _v107 IKAT 11a109 1al9

* Ap6s a inclusdo dos residuos terminais mencionados.

As coordenadas do complexo VEGF Flt-1p, foram extraidas da estrutura
cristalografica do complexo (codigo PDB: 1FLT) (WIESMANN, 1997). A estrutura
refinada inclui os residuos 13-107 e 12-109 dos mondémeros do VEGFg_1¢9, € 0s residuos
132-225 e 132-226 de cada copia do receptor Flt-1p,. Os residuos terminais 11, 12, 108
e 109 do primeiro mondmero e o residuo 11 do segundo mondmero do VEGF foram
incluidos. O residuo 226 também foi incluido na primeira cépia do Flt-1p,. Essas
inclusdes foram feitas para igualar o nimero de residuos do VEGF em todos os modelos
(11 até 109, que corresponde ao mesmo niimero de residuos utilizados na simulagdo do
VEGF livre em solu¢do), bem como, para igualar o nimero de residuos nas duas copias
do Flt-1p,. A inclusdo desses residuos foi efetuada por minimizacao da energia de cada
residuo incluido mantendo o restante da proteina fixo. As coordenadas para o complexo
VEGF v107 foram extraidas da primeira estrutura (modelo 1) de um conjunto de 24
estruturas de RMN (codigo PDB: 1KAT) (PAN, 2002). Nessa estrutura, cada
monomero do VEGF contém os residuos 11-109 e cada copia do peptideo inibidor v107
contém os residuos 1-19. O complexo VEGF v107mut foi construido a partir do
complexo VEGF v107 por substituicdo do residuo Glu4 por alanina. O dominio de

ligacdo ao receptor do VEGF em todos os modelos inclui os residuos 11-109.
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5.3.2 - Dinamica molecular

Simulagdes de dinamica molecular no ensemble NPT foram feitas nos trés
sistemas descritos no topico anterior. O programa utilizado foi o GROMACS
(LINDAHL, 2001) e o campo de forcas foi o OPLS all atom (KAMINSKI, 2001). Os
sistemas foram submetidos ao processo de minimizagao descrito na secdo 4.3.2. Apos a
etapa de minimizacdo, cada sistema foi solvatado com moléculas de dgua do tipo SPC
em uma caixa retangular, cujos lados foram mantidos a distancia de 0.9 nm da
superficie da proteina. Os sistemas foram neutralizados por substituicdo do nimero
necessario de moléculas de dgua por contra-ions. As simulagdes foram realizadas por 10

ns usando as mesmas condi¢oes descritas na se¢do 4.3.2 para o VEGF livre em solugao.

5.3.3 - Analise de movimentos correlacionados

A analise de movimentos correlacionados foi realizada conforme descrito na segao
4.3.3. Somente os atomos de Ca dos residuos das regides mais rigidas do VEGF foram
utilizados no processo de sobreposicao (residuos: 18-33, 46-58, 68-78 ¢ 90-100). Como
0 objetivo, nesse capitulo, ¢ investigar os efeitos provocados no VEGF pela
complexagdo com o receptor ou o inibidor, os mapas de correlagdo dindmica cruzada
foram construidos utilizando apenas os residuos do VEGF. Movimentos do receptor e

do inibidor foram excluidos da analise.
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5.3.4 - Analise de componentes principais

A andlise de componentes principais foi feita de acordo com o procedimento
descrito na se¢do 4.3.4. Como acima, somente os residuos do VEGF foram incluidos na

analise.

5.4 - Resultados e discussdo

5.4.1 - Estabilidade das simulacoes

A Figura 5.1 mostra o RMSD relativo a estrutura inicial, o raio de giro (Rg) e a
area superficial acessivel ao solvente (SASA) de cada simulacdo. O RMSD relativo a
estrutura inicial permaneceu estavel apds os 5 ns iniciais, convergindo para um valor
aproximado de 0,2 nm para cada simulagdo. As outras propriedades calculadas também
indicaram que nenhuma mudangca significativa de conformagao ocorreu durante o tempo

de simulagao.
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Figura 5.1: (a) RMSD dos atomos de Ca, (b) raio de giro e (c¢) area superficial acessivel
ao solvente dos complexos VEGF Flt-1p, (linha cinza), VEGF v107 (linha preta) e

VEGF_v107y (linha preta pontilhada).

5.4.2 - Analise estrutural

A Figura 5.2 mostra a sobreposicdo das estruturas médias do VEGF livre, do
VEGEF ligado ao receptor Flt-1 e do VEGF ligado ao inibidor v107. Apenas os residuos
do VEGF sao mostrados. A estrutura média de cada simulacdo foi obtida sobrepondo
2500 estruturas obtidas durante os ltimos 5 ns de cada trajetoria sobre os atomos de Ca
dos residuos mais rigidos do VEGF (18-33, 46-58, 68-78 ¢ 90-100). O RMSD do VEGF
complexado com o receptor em relacdo ao VEGF livre ¢ de 0,95 A e o RMSD do VEGF

complexado com o inibidor em relagio ao VEGF livre é de 1,44 A. Este resultado
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indica que a complexac¢do ndo provoca grandes mudangas conformacionais no VEGF e
que o pequeno peptideo inibidor é capaz de induzir maiores mudangas conformacionais
do que o receptor. As regides mais flexiveis (regides de alcas) sofrem as maiores
mudangas conformacionais. Pan e colaboradores (PAN, 2002) mostraram que o RMSD
entre a estrutura cristalografica média do VEGF livre (média das estruturas presentes
nas unidades assimétricas das estruturas cristalograficas de codigos PDB: 1VPF e
2VPF) e a estrutura média do conjunto de 24 estruturas obtidas por RMN do VEGF
ligado ao v107 é 0,87 (£0,07) A, considerando os residuos 5-105 do VEGF.
Considerando estes mesmos residuos, o valor de RMSD entre as estruturas médias das
simula¢des do VEGF livre e do VEGF complexado ao v107 cai para 0,83 A, mostrando
que a simulacdo esta em excelente acordo com os resultados experimentais. Quando o
RMSD ¢ calculado entre a estrutura cristalografica do VEGF ligado ao Flt-1 e a média
das estruturas cristalograficas do VEGF livre, considerando os mesmos residuos (5-
105), obtém-se 0,52 A, o que é comparavel com o valor de 0,67 A obtido das estruturas
médias das simulagdes para esses mesmos residuos. Os resultados acima indicam que a
estrutura do VEGF ¢ pouco perturbada pela complexagdo com o receptor ou o inibidor,
como j& mencionado pelos experimentalistas (WIESMANN, 1997; PAN, 2002). Os

calculos de RMSD foram executados usando o coédigo Pro-Fit (MCLACHLAN, 1982).
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Figura 5.2: Sobreposi¢do das estruturas médias do VEGF livre (azul), VEGF ligado ao

Flt-1p, (vermelho) e VEGF ligado ao peptideo v107 (verde).

As estruturas secundarias do VEGF livre, do VEGF complexado com o Flt-1 e do
VEGF complexado com o peptideo v107 foram extraidas usando o programa STRIDE a
cada 10 ps e langadas em grafico como funcdo do tempo (Figura 5.3). Nenhuma
alteracdo significativa foi observada na estrutura secunddria do VEGF quando da
complexacdo. O conteudo de estrutura sedundaria foi obtido efetuando-se a média da
porcentagem de cada elemento da estrutura secundéria coletado a cada 2 ps sobre os
ultimos 8 ns da trajetoria. O contetido de estrutura secundaria do VEGF livre ¢ quase
idéntico ao do VEGF complexado ao Flt-1, mas difere um pouco do VEGF complexado
ao v107, que mostra um conteudo de hélice-a 1 % maior e um conteudo de folha-B 1,5

% menor.
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Figura 5.3: Variacdo da estrutura secundaria durante o tempo de simulacdo. O esquema
de cores adotado para estrutura secundaria ¢é: hélice-a (preto), hélice-3-10 (vermelho),
fita-p (verde), ponte-p (azul), alca (amarelo), volta (coil) (marrom). (a) VEGF livre, (b)

VEGF complexado com o Flt-1D2 ¢ (c) VEGF complexado com o peptideo v107.

O namero de ligagdes de hidrogénio foi calculado utilizando o moédulo “g_hbond”
do pacote GROMACS (LINDAHL, 2001). A Tabela 5.2 mostra os nimeros médios de
ligacdes de hidrogénio obtidos de 4000 configuracdes sobre os ultimos 8 ns das
trajetorias. Estes nimeros foram obtidos definindo dois grupos e calculando a existéncia
ou ndo da ligagdo de hidrogénio seguindo o seguinte critério: (i) distdncia de corte entre
os atomos doador e receptor de 3,5 A; e (ii) angulo de corte receptor-doador-hidrogénio

de 30 graus. Os pares de grupos analisados foram: (i) proteina/proteina; (ii) cadeia-
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principal/cadeia-principal; (iii) cadeia-lateral/cadeia-lateral; (iv) cadeia-1/cadeia-2
(intercadeia); (v) cadeia-1/cadeia-1; e (vi) cadeia-2/cadeia-2. Os valores obtidos indicam
que a complexacdo ao Flt-1 reduz ligeiramente o nimero de ligacdes de hidrogénio que
envolvem cadeias laterais e aumenta o nimero de ligagdes de hidrogénio entre cadeias.
A complexacdo ao v107 parece promover alteracdes maiores no nimero de ligacdes de
hidrogénio. Nesse caso, o numero total de ligacdoes de hidrogénio reduziu-se em
aproximadamente 4 unidades, principalmente, pela redu¢do do niimero de ligacdes de

hidrogénio entre cadeias e ligagdes de hidrogénio envolvendo cadeias laterais.

Tabela 5-2: Numero médio e desvio padrdo de ligagdes de hidrogénio.

VEGF livre VEGF Flt-1 VEGF v107

Proteina/Proteina 131,0+£4,8 130,5+4,9 126,8 £4,8
Cadeia-principal/ 86,1 £3,6 84,4 +£3,6 85,6 +3,4
Cadeia-principal

Cadeia-lateral/ 22,8+23 209+2,4 19,4 +2,7
Cadeia-lateral

Cadeia-1/Cadeia-2 8,8+ 1,5 12,4+22 7,6 1,4
Cadeia-1/Cadeia-1 60,4 + 3,3 59,3+3,2 61,7+3,5
Cadeia-2/Cadeia-2 61,7+3,4 58,9+3,4 57,5+3,1

5.4.3 - Interagoes entre o VEGF e o receptor Flt-1p;

Flt-1, assim como os demais receptores da familia de receptores de VEGF, inclui
sete dominios do tipo imunoglobulina em sua por¢do extracelular. Estudos anteriores
mostraram que o dominio-2 complexa-se a0 VEGF com uma afinidade cerca de 60

vezes menor do que o receptor completo. Os dominios-2 e -3, juntos, recuperam quase
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que totalmente a afinidade por VEGF do receptor completo, o que indica que estes
dominios sdo suficientes para a complexacdo com o VEGF e que os outros dominios
estdo relacionados com a transdugdo do sinal (WIESMANN, 1997)

A estrutura cristalografica mostrou que o VEGF ndo sofre mudancas estruturais
significativas ao complexar-se com Flt-1. Os dois mondmeros do VEGF estabelecem
contato com cada copia do receptor. Cada copia do receptor mantém contato com um
dos polos do dimero de VEGF, obstruindo aproximadamente 820 A” da area superficial
do VEGF. Os contatos entre o VEGF ¢ as duas copias do receptor sdo mantidos
principalmente por interagcdes hidrofobicas (WIESMANN, 1997).

Uma analise da contribuicdo energética por residuo foi feita com a finalidade de
identificar os residuos do VEGF que contribuem de forma mais significativa para a
energia total de interagdo com o receptor (Figura 5.4a-b). Esta andlise foi feita fazendo-
se a média das contribuicdes eletrostaticas e de Van der Waals (VdW) por residuo,
tratando cada residuo como um grupo e calculando as interagdes entre cada grupo e o
grupo formado pelo receptor inteiro. Este procedimento € baseado nas propriedades
aditivas de um campo de for¢as parametrizado, portanto, no maximo interpretacdes
qualitativas podem ser extraidas. Dentro das limitagdes do método, foi possivel

identificar pares de residuos importantes na manutencao das interagdes.
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Figura 5.4: (a) Contribui¢des eletrostaticas e (b) VAW por residuo do VEGF na
interagdo com o grupo formado pelo receptor inteiro. (c) Interagdes entre residuos
carregados. (d) Distancias entre os pares de residuos: Flt-1-Glul4l e VEGF-Lys16
(vermelho), Flt-1-Arg224 ¢ VEGF-Asp63 (preto), e Flt-1-Lys171 ¢ VEGF-Glul03
(verde). (e) Residuos do VEGF que contribuem com mais de 5 kJ/mol para a interacdo

de VAW com o receptor.
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Wiesmann e colaboradores identificaram uma interagdo polar na interface entre
VEGF e Flt-1, entre os residuos Arg224 do Flt-1 e Asp63 do VEGF (WIESMANN,
1997). Além desta, trés outras interacdes foram identificadas pela metodologia descrita
no paragrafo anterior. Elas ocorrem entre os seguinte residuos: Flt-1-Lys171 e VEGF-
Glul03; Flt-1-Glul41 e VEGF-Lys16; e Flt-1-Thr38 e VEGF-Lys48. Com exce¢ao da
ultima, que € uma interagdo entre uma carbonila do residuo nao carregado Thr38 com o
grupamento amino do residuo carregado Lys48, as demais ocorrem entre cadeias
laterais carregadas (Figura 5.4c). As interagcdes adicionais encontradas, apesar de
estaveis durante a simulagdo (Figura 5.4d), sdo bem mais fracas do que a descrita por
Wiesmann e colaboradores (Figura 5.4a). A mutagdo desses residuos por alanina
mostraram um decréscimo modesto de afinidade na complexacdo (KEYT, 1996).
Entretanto, apesar das interagdes identificadas pela simulacdo ndao serem fortes, a
existéncia de pares de cadeias laterais com carga complementar pode ter alguma
importancia na seletividade pelo receptor e na orientagdo da complexagdo (AIELLO,
1995).

As interagdes ndo-polares também foram analisadas (Figura 5.4b). As
contribuigdes mais importantes sdo dadas pelos residuos da interface. A Figura 5.4e
mostra os residuos que contribuem com mais de 5 kJ/mol no total das interacdes de
VdW com o grupo formado pelo receptor. Esses residuos sdo: Phel7, Metl8, Tyr21,

GIn22, Tyr25, Lys48, Glu64, Leu66, Met81, 11e83, GIn89 and Pro106.
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5.4.4 - Interacgoes entre o VEGF e peptideos inibidores

Peptideos com alta afinidade por VEGF, capazes de inibir a complexagdo do
VEGF com seus receptores foram sintetizados (FAIRBROTHER, 1998). A estrutura
cristalografica do complexo formado por VEGF e duas copias do peptideo v108 foi
determinada (cédigo PDB: 1VPP). Os autores concluiram que este peptideo ndo seria
um bom modelo para o desenho de farmacos devido a auséncia de interagdes especificas
entre as cadeias laterais do peptideo e do VEGF (WIESMANN, 1998). Entretanto,
como mencionado na Se¢do 5.1, o peptideo inibidor v107 (codigo PDB: 1KAT) se
mostrou um excelente candidato a modelo de farmacos (PAN, 2002). As principais
interagdes encontradas entre 0 VEGF e o v107 sdo de natureza hidrofobica. O v107 ¢
um peptideo anfifilico, e a estrutura do complexo mostra que os residuos hidrofobicos
estdo bem definidos e interagem com a superficie do VEGF, enquanto os residuos
hidrofilicos tém definicdo menor e estdo expostos ao solvente. Como descrito por Pan e
colaboradores, as cadeias laterais dos residuos v107-lle7, -Ala8, -Metl0, -Trpll, -
Trp13, -Phel6 e -Leul9 formam uma superficie hidrofobica que se encaixa bem na
superficie formada pelos residuos Phel7, Metl8, Tyr21, Tyr25, GIn22, Tyr25, Lys48,
Asn62, Asp63, Leu66, Met81, Ile83 ¢ Cysl04 do VEGF. Além disto, os autores
sugerem que v107-Arg9 poderia potencialmente formar uma interagdo eletrostatica com
VEGF-GIul03 (PAN, 2002).

A analise da simulacdo por dindmica molecular do complexo VEGF v107 revelou
que, apos 6 ns de simulagdo, a cadeia lateral do residuo v107-Arg9 que interagia com
v107-Glu4 (Figura 5.5c), rompe esta interacdo e apos mudanca dréstica de conformacao

comeca a interagir com a cadeia lateral do residuo VEGF-Glul03 (Figura 5.5d). A nova
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interagdo se manteve estavel até o fim da simulagdo (Figura 5.5¢), reforgando a hipotese
sugerida pelos experimentalistas.

Uma andlise da contribui¢do energética por residuo do VEGF foi realizada para
identificar os residuos de maior importancia na interacdo com v107. A Figura 5.5
mostra o valor médio das interacdes eletrostaticas (a) e de VAW (b) por residuo do
VEGF na interagdo com o grupo formado pelo inibidor v107. As barras pretas mostram
valores obtidos antes da formacdo da interagdo eletrostatica entre VEGF-Glul03 ¢
v107-Arg9, e as barras vermelhas mostram os valores obtidos depois. Nos dois casos, 0s
residuos Tyr21 e Asn62 do VEGF contribuem de forma significativa para a interacdo
eletrostatica com v107. O oxigénio do grupo fenol da Tyr21 participa de uma ligagdo de
hidrogénio com o NH da cadeia principal do v107-Trp11, ao passo que os hidrogénios
do grupamento amida do residuo Asn62 mantém interagdes de hidrogénio com os
atomos de oxigénio das carbonilas da cadeia principal dos residuos Ile7 e Arg9 do v107.
Pan e colaboradores mostraram que a maior diferenga na interface do VEGF em
complexo com Flt-1p, e com v107 esta na conformacdo do residuo Asn62, que no caso
do complexo VEGF Flt-1p; (¢ = ~52°), aponta para fora do sitio de ligagdo e que, no
caso do complexo VEGF _v107 (¢ = -76(£9)°), interage intimamente com v107 (PAN,
2002). Portanto, a interagdo polar especifica entre a cadeia lateral do residuo Asn62 com
a cadeia principal do v107 deve ajudar a manter essa conformacdo. No caso do
VEGF Flt-1p,, a presenca de residuos hidrofobicos nessa regido da interface deve ser
responsavel pelo valor positivo do angulo ¢ (PAN, 2002). Os experimentalistas também
levantaram a possibilidade de um processo de mudanga conformacional entre valores
positivos e negativos de ¢ para este residuo, sugerindo a existéncia de um processo de
equilibrio entre duas conformagdes da cadeia principal do VEGF (PAN, 2002). Isso ndo

foi verificado nas simulagdes de MD do VEGF livre em solugéo, pelo menos durante o
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tempo de simula¢do (10 ns). Os valores médios do angulo ¢ do residuo Asn62 nas
simulagdes foram: -77(+12)° para o VEGF livre; -70(x10)° para o VEGF no complexo
com v107; e 75(x10)° para o VEGF no complexo com Flt-1p,. E possivel que em
tempos mais longos de simulacdo possa-se observar o equilibrio entre as duas
conformagdes ou que uma mudanca conformacional seja induzida pela complexacao
com Flt-1p,. A Figura 5.5a também mostra a contribuicdo do residuo Glu103 quando se
forma a interagao eletrostatica (barra vermelha).

Com o proposito de liberar a cadeia lateral do residuo v107-Arg9 para interagir
com o residuo VEGF-Glul03, foi construido um complexo do VEGF com um inibidor
mutante (ver 5.3.1) no qual o residuo v107-Glu4 foi substituido por alanina. A
simulag¢do desse complexo por 10 ns mostrou que, apesar da cadeia lateral do residuo
v107-Arg9 comecar a interagir mais rapidamente com VEGF-Glul03 (~2ns), essa
interagdo nao foi tdo estavel quanto o esperado (Figura 5.5¢). Uma das razdes para isso
¢ que essa mutacdo promoveu mudangas conformacionais na estrutura do peptideo que
alteraram os contatos com o VEGF. A mutacdo fez com que a superficie do peptideo
ficasse mais hidrofobica e, como essa posi¢cdo estd exposta ao solvente, a reorganizagao
deve ter ocorrido para aumentar a afinidade pelo solvente, reduzindo a afinidade pelo
VEGF como um efeito colateral. A mutacdo desse mesmo residuo por um residuo polar
ou com carga positiva deve liberar a cadeia lateral de v107-Arg9 sem alterar tdo

drasticamente os efeitos de solvatacao.
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Figura 5.5: (a) Contribuigdes eletrostaticas e (b) VAW por residuo do VEGF na
interagdo com o grupo formado pelo v107 inteiro. As barras pretas representam valores
médios coletados antes da formagdo da ponte salina e as barras vermelhas representam
valores médios coletados depois de sua formacao. Interagdes entre residuos carregados
antes (c) e depois (d) da formagao da ponte salina. (e) Distancias entre o par de residuos
v107-Arg9 ¢ VEGF-Glul03. A linha preta corresponde a simulagdo do complexo
VEGF _v107 e a linha vermelha corresponde ao complexo VEGF_v107,,,. (f) Residuos
do VEGF que contribuem com mais de 5 kJ/mol para a interagdo de VAW com o v107.
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Analises de mutagdes sdo freqiientemente feitas por experimentalistas com a
finalidade de estimar a contribui¢ao de cada residuo para a energia total de interagdo. O
resultado acima mostra uma situacdo em que se espera uma contribuicdo nao-aditiva
para a energia total de interagdo porque mudancas conformacionais pronunciadas
podem ocorrer quando da substituicdio de um residuo. Nao existem resultados
experimentais para a substituicdo do residuo v107-Glu4. Entretanto, Pan e
colaboradores observaram contribuicdes ndo-aditivas quando da mutagcdo de residuos
hidrofébicos do v107 por residuos de alanina (PAN, 2002). Isso indica que mutagdes
pontuais podem afetar profundamente a estrutura do peptideo no estado complexado.
Sabe-se que o peptideo livre ndo tem uma estrutura tnica em solugdao (PAN, 2002), o
que dificulta evidenciar experimentalmente o efeito das mutagdes sobre a estrutura do
peptideo.

As interacdoes de VAW também foram analisadas na simulagdo. A figura 5.5f
mostra os residuos do VEGF que contribuem com mais de 5 kJ/mol para a interagdo
com o inibidor v107. Estes residuos sdo: Phel7, Metl8, Tyr21, GIn22, Tyr25, Lys48,
Asn62, Asp63, Leu66, Met81 e Cys104. A analise sugere que o residuo Asn62 é um dos
mais importantes na interagdo com o v107, mas ainda nao foram feitos experimentos de

mutagdo que confirmem este resultado.

5.4.5 - Analise de cadeias laterais

Distribui¢des de probabilidade ao longo do angulo y foram calculadas com o
propdsito de analisar os efeitos da complexacdo nas cadeias laterais de residuos

selecionados do VEGF, localizados na regido de ligacdo com o receptor, mostrados na
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Figura 5.4e. Na Figura 5.6, as linhas pretas correspondem ao VEGF livre, as linhas
vermelhas ao VEGF Flt-1p, e as linhas verdes ao VEGF _v107. Algumas distribui¢oes
néo sio afetadas pela complexacio. E o caso dos residuos Phel7, Tyr25, Leu66, Met81
e [le83. Para Met18 e Tyr21, pode-se notar que as distribui¢des sdo semelhantes entre o
VEGF livre e o VEGF Flt-1p,. GIn22 tem distribui¢do de probabilidade angular bem
mais localizada no caso do VEGF Flt-1p; do que no caso do VEGF livre ou do
VEGF v107. Lys48 e Glu64 estdo mais localizadas no VEGF livre. Finalmente, GIn89
e Pro106 tém distribui¢des semelhantes entre VEGF livre ¢ VEGF v107, mas bem
diferentes da distribuicdo encontrada em VEGF Flt-1p,. A diversidade da orientagdo
dessas cadeias laterais podem implicar em novas estratégias para o desenho de farmacos
e para a docagem ja que o rearranjo das cadeias laterais pode aumentar a afinidade de

complexacao.
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Figura 5.6: Distribuicdes de probabilidades ao longo do angulo x para residuos
selecionados da regido de interface com o receptor. VEGF livre estd em preto,

VEGF _Flt-1p; em vermelho e VEGF _v107 em verde.
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5.4.6 - Flutuagées atomicas

Fatores-B experimentais estdo disponiveis na literatura para o VEGF livre e para o
VEGF ligado ao Flt-1p, (MULLER, 1997a; WIESMANN, 1997). No entanto, comparar
qualitativa e quantitativamente fatores-B obtidos por difracdo de raios-X ndo ¢ uma
tarefa simples pois cada cristal ¢ obtido em condi¢cdes experimentais diferentes, o que
pode afetar as flutuagdes térmicas (FRAUENFELDER, 1979). Portanto, na tentativa de
melhor entender os efeitos da complexagdo nas flutuagdes atomicas do VEGF, foram
comparados fatores-B calculados nas mesmas condigcdes e tempo de simulagdo. Os
fatores-B dos atomos de Ca foram calculados sobre 40 blocos de 250 ps com intervalos
de tempo de 2 ps. Dentro de cada bloco, foi efetuada a média dos fatores-B. A média
dos fatores-B entre os monomeros foi também obtida. A Figura 5.7 mostra a evolugdo
temporal dos fatores-B coletados dessa forma. Pode ser ttil avaliar a evolugdo temporal
para estimar a convergéncia das flutuagdes atomicas e, também, para identificar regides
onde o mesmo residuo possui diferentes valores de fator-B, o que permite identificar
transi¢oes entre conformagoes. Trés desses graficos sdo mostrados na Figura 5.7. O da
esquerda refere-se ao VEGF livre em solugdo, o do meio ao VEGF complexado com o
Flt-1p; e o da direita ao VEGF complexado com o v107. A comparacdo desses graficos
mostra que as flutuagdes sdo de alguma forma maiores na proteina livre do que na
proteina complexada. Esse efeito ¢ mais pronunciado nas regides que envolvem os
residuos 10-20 (hélice-a que faz parte da regido de complexacdo), 35-47 (regido da
alca-1), 60-70 (alca-2 e parte da fita-p adjacente), e 85-90 (al¢a-3). As porcdes N- e C-
terminais sdo também um pouco mais flexiveis no VEGF livre. Graficos de RMSD
foram colocados abaixo de cada grafico de fator-B para dar uma idéia do periodo de
tempo em que cada bloco foi coletado. O painel inferior mostra a média dos fatores-B
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sobre os 40 blocos. Exeto pela regido que compreende os residuos 60 e 70, nenhuma
diferenca muito significativa em regides especificas pode ser observada sobre essa
média total, mas a ordem crescente de flexibilidade ¢ notavel: o VEGF complexado ao
Flt-1p; € menos flexivel do que o VEGF complexado ao v107, que por sua vez, € menos

flexivel do que o VEGF livre.
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Figura 5.7: Painéis na parte superior mostram a evolucdo temporal dos fatores-B
coletados de janelas consecutivas de 250 ps. O painel da esquerda refere-se ao VEGF
livre, o do meio ao VEGF com o Flt-1p; ¢ o da direita ao VEGF com o v107. Apenas os
residuos do VEGF sdo mostrados e os valores referem-se a média entre as duas cadeias.
As intensidades dos fatores-B sdo dadas pela legenda no canto inferior direito. Abaixo
de cada painel estd um grafico de RMSD em que a linha preta refere-se ao RMSD
calculado sobre os 4tomos de Ca e a linha cinza ao RMSD calculado sobre todos os

atomos. O RMSD médio de todos os 40 blocos ¢ mostrado no painel inferior esquerdo.
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5.4.7 - Movimentos coletivos

O Capitulo anterior descreveu o comportamento dinamico do VEGF, incluindo
uma analise de movimentos correlacionados que revelou a natureza coletiva do
movimento dos residuos localizados em um mesmo polo do VEGF. Para analisar os
efeitos da complexacgdo sobre as correlacdes, 0 mesmo procedimento para o calculo dos
mapas de correlagdo dindmica cruzada (DCCM) foi utilizado nos complexos.

A Figura 5.8 mostra os DCCMs para o VEGF livre, VEGF Flt-1p,, VEGF v107 e
VEGF _v107,. Como descrito anteriormente, no VEGF livre (Figura 5.8a) observa-se
correlacdes relativamente fortes entre os residuos que formam a alga-1 (39-45), alga-2
(62-67), alga-3 (84-89), ¢ alguns residuos de folha-f (46-49 e 90-95). Além disso,
algumas correlagdes fora da diagonal ocorrem entre residuos distantes na sequéncia
primaria, como a correlacdo entre os al¢as-1 e -3 (39-45 com 84-89), entre residuos
pertencentes a diferentes fitas da folha-p (25-35 com 52-60; 43-50 com 79-83), e entre a
porcao C-terminal e a al¢a-2 (103-109 com 62-67). Comparando o DCCM do VEGF
livre, com os do VEGF nos complexos (Figura 5.8b-d), € possivel notar uma pequena
diminuic@o nas intensidades das correlagdes. Apesar das pequenas diferencas, o padrao

geral das correlagdes ¢ bem semelhante.

70



(B)

S 90 90 | “
-g 70 70 4 /
§ 50 1 50
2 30 3 30 4 o~ 1
s ] ] e
: B
2 ;}g' 23 ] A 0.8
J . A
Eso- 50 4 /’ e 1 0.6
= 30 30 1 -
< T i e T 0.3
C 30 50 70 90 30 50 70 90 D 30 50 70 90 30 50 70 90
(©) (D) _ 03
=90 90 - 2
2 70 P 7 P -0.6
7 504 o BR -
= 30] L | 30 | Wi -0.8
< 1 ' ' 7
e 2 “ > I >
& 701 ; - s
g 50 : 50 1 +
= 301 30 1 / :
30 50 70 90 30 50 70 90 30 50 70 90 30 50 70 90

Numero do residuo

Numero do residuo

Figura 5.8: Mapas de correlagdo dindmica cruzada (DCCMs). As correlagdes (isto €,
valores positivos) estdo mostradas abaixo e as anticorrelacdes (isto ¢, valores
negativos), acima da diagonal. Os coeficientes de correlagdo foram calculados
efetuando-se a média de 5 blocos consecutivos de 1000 ps sobre os ultimos 5 ns da
trajetoria. Sao mostrados apenas os coeficientes com modulo acima de 0,3. (a) VEGF

livre, (b) VEGF Flt-1py, (¢) VEGF v107 e (d) VEGF v107 .

5.4.8 - Analise de componentes principais

O capitulo anterior, descreveu uma analise de componentes principais do VEGF
livre em solugd@o. Os resultados mostraram que os primeiros 10 modos de movimento

sdo responsaveis por 99,3 % do RMSF total. Isso indica que a dindmica do VEGF ¢
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dominada pelos primeiros poucos componentes. O primeiro modo corresponde a um
movimento do tipo borboleta, como se os polos do dimero do VEGF se projetassem
simetricamente um contra o outro como as asas de uma borboleta. Na analise, esse
modo de movimento € responsavel por 72,8 % do RMSF total.

A mesma andlise foi realizada para o VEGF flt-1p, e para o VEGF _v107. Para
cada sistema a matriz de covaridncia 3N x 3N foi construida e diagonalizada. Para
assegurar que a amostragem configuracional da analise de covariancia foi suficiente
para fornecer um conjunto consistente de autovetores, a raiz quadrada da média dos
produtos internos (RMSIP: root mean square inner products) (equagdo 33) foi calculada
entre intervalos crescentes da primeira metade da analise (de 5000 ps até 7500 ps) com
a segunda metade (de 7500 ps até 10000 ps) envolvendo o subespago composto pelos
primeiros 10 autovetores. A Figura 5.9 mostra a evolugdo do RMSIP calculado para o
VEGF complexado ao Flt-1p; e para o VEGF complexado ao v107. A linha preta
continua refere-se a sobreposicao entre autovetores obtidos do mesmo sistema mas de
diferentes subpartes da trajetoria (e.g. VEGF_Flt-1p, 5000-7500 x VEGF_Flt-1p, 7500-
10000), servindo como uma medida da convergéncia da simulagdo. Os graficos
superiores referem-se ao espago completo (isto é, o espaco formado por todos os
autovetores) e os graficos inferiores referem-se ao espaco considerado essencial (isto &,
o espaco formado pelos primeiros 10 autovetores). As simulacdes convergiram
razoavelmente bem, com valores de sobreposicdo de ~0,6 (espago completo) e ~0,5
(espago essencial). O VEGF ligado ao v107 mostra convergéngia um pouco melhor
(HORTA, 2008b). As linhas descontinuas referem-se a sobreposicdo entre os
autovetores do sistema ligado (por exemplo, VEGF Flt-1p,) com os autovetores do
VEGF livre para a mesma subparte da trajetoria (por exemplo, VEGF Flt-1D2 5000-

7500 x VEGF livre 5000-7500). A linha pontilhada representa a primeita subparte de
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2500 ps e a linha tracejada representa a segunda subparte de 2500 ps. Os autovetores do
VEGF ligado com o v107 tém boa sobreposi¢do com os autovetores do VEGF livre,
mas o mesmo nao ocorre com o VEGF ligado com o Flt-1p,. Isso indica que o
comportamento dindmico do VEGF livre ¢ mais semelhante ao comportamento
dindmico do VEGF v107, se comparado ao VEGF Flt-1p;. Em outras palavras, a
ligacdo ao receptor induz modificagdes dindmicas mais intensas no VEGF. Todos os
sistemas preservaram um movimento do tipo borboleta como principal modo de
movimento. Apesar dessa semelhanca, algumas diferengas podem ser observadas nas
estruturas extremas (Figura 5.10). No caso do VEGF livre, observa-se um deslocamento
simétrico dos polos; no caso do VEGF complexado ao Flt-1, observa-se que os polos
superiores estdo mais proximos do que os inferiores, o que indica uma certa assimetria
desse modo; e no caso do VEGF complexado ao v107, observa-se também uma certa
assimetria, mas cada po6lo possui uma conformacdo intrinseca diferente. Essa diferenca
de conformacdo entre os poélos do v107 ¢ também detectada em outras analises, como
por exemplo na superposicdo das estruturas médias (Figura 5.2) e na diferenca do
niamero de ligagdes de hidrogénio do tipo intra-cadeia (Tabela 5.2). Juntos, estes
resultados podem ser uma conseqiiéncia da diferenca de orientagdo das duas copias do

v107 na regido de complexagao.
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Figura 5.9: Graficos da evolugdo da raiz quadrada da média dos produtos internos
(RMSIP) com o intervalo de tempo. Os painéis superiores correspondem a analise sobre
o espaco completo (isto €, incluindo todos os autovetores) e os painéis inferiores ao
espaco considerado essencial (isto ¢, incluindo somente os primeiros 10 autovetores).
As linhas continuas correspondem a sobreposicdo entre autovetores do mesmo sistema,
mas diferentes subpartes de 2500 ps. As linhas ndo continuas correspondem a
sobreposi¢do dos autovetores do VEGF complexado com o VEGF livre, sendo que as
linhas pontilhadas e tracejadas correspondem, respectivamente, a primeira e a segunda

subpartes.
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VVEGF livre VEGF_v107

Figura 5.10: Estruturas extremas obtidas da projecdo de cada trajetéria no primeiro

modo de movimento correspondente.

A Tabela 5.3 lista os valores minimos, maximos, amplitude maxima, autovalores ¢
porcentagem do RMSF total relativos ao primeiro autovetor de cada trajetoria. Pode-se
notar que a complexacdo reduz a amplitude maxima atingida pela projec@o da trajetoria
no primeiro modo de movimento. O autovalor e a porcentagem do RMSF total também
se reduzem quando da complexacdo, sugerindo que a dinamica do VEGF livre ¢ mais
coletiva. E possivel que a perda de coletividade durante o processo de complexagio

esteja relacionada com fatores entrdpicos importantes.
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Tabela 5-3: Propriedades do primeito autovetor da PCA.

VEGEF livre VEGF Flt-1p, VEGF v107
Valor minimo* -2.214 -1.391 -1.679
Valor maximo* 1.989 1.706 1.627
Amplitude max.* 4.202 3.097 3.306
Autovalor 0.578 0.303 0.300
% do RMSF 72.8 % 66.1 % 65.4 %

* Obtidos da projecdo da trajetoria no primeiro modo. Valores em nm.

5.5 — Conclusdes

As respostas biologicas geradas pelos membros da familia de VEGF sdo
relacionadas a caracteristicas diferentes de cada VEGF na ativagdo de receptores, que
correspondem a pequenas diferengas estruturais. A compreensdo de como essas
pequenas diferencas estruturais regulam a transducdo de sinal e, consequentemente, as
respostas biologicas, pode ser uma chave para a modulagdo consciente do processo de
angiogé€nese por um desenho inteligente de promotores e inibidores. Além do grande
esfor¢co experimental, que revelou propriedades estruturais e funcionais especificas para
cada fator de crescimento vascular endotelial que governam a ativacdo dos receptores, o
uso de metodologias tedricas pode auxiliar na interpretagcdo dos dados experimentais, na
proposta de novos experimentos € no desenho racional de novos inibidores (ou
promotores).

Neste capitulo, foram analisados os efeitos da complexagdo com o segundo
dominio do receptor Flt-1 e com o inibidor peptidico v107 sob trés aspectos: estrutura,

interagdes e dindmica. No aspecto estrutural, em acordo com os resultados
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experimentais, foi mostrado que a estrutura do VEGF ndo ¢ significativamente afetada
pela complexacdo. No entanto, foi mostrado também que o pequeno peptideo de 19
aminoacidos, v107, ¢ capaz de promover maiores mudancas na estrutura média e no
padrdo de ligacdes de hidrogénio do que o receptor Flt-1p,. No contexto das interagoes,
uma analise de particdo de energia por residuo foi utilizada para analisar as
contribuicdes de cada residuo do VEGF na interagdo com o receptor Flt-1p; € com o
inibidor v107. Novas interagdes foram identificadas e descritas. E provavel que as
interagdes de cargas complementares sirvam para orientar na complexagdo € no
reconhecimento molecular. A analise da distribuicdo conformacional das cadeias
laterais revelou rearranjos interessantes que poderiam ser explorados num futuro
melhoramento das metodologias de “docking” e desenho de farmacos. Finalmente, no
aspecto dinamico, foram descritas flutuagdes atomicas, correlagdes e andlise de
componentes principais. As flutuacdes ndo foram afetadas muito significativamente pela
complexacdo, sendo de alguma forma menores nos estados complexados, como era de
se esperar. Os mapas de correlagdo dinamica cruzada mostraram que os movimentos do
VEGF livre sdo mais correlacionados do que nos complexos. A analise de componentes
principais revelou que, apesar da estrutura média do VEGF complexado com o Flt-1p,
ser mais parecida com a do VEGF livre, se comparada ao VEGF complexado com o
v107, o comportamento dindmico ndo o €. A sobreposi¢cdo dos modos essenciais do
VEGF complexado com o v107 com os do VEGF ¢ maior, indicando que o receptor Flt-
Ip; € capaz de induzir maiores modificacdes no comportamento dindmico do que o
inibidor v107. Uma diminuicdo da importdncia do primeiro autovetor ¢ observada
quando da complexagdo, indicando que os movimentos do VEGF livre sdo mais
coletivos do que os movimentos do VEGF complexado. A importancia de movimentos

coletivos na entropia conformacional de processos biologicos como catalise e
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complexagdo com o receptor tem suporte em experimentos de RMN (JARYMOWYCZ,
2006). Em alguns casos de ligagdo proteina-proteina ou proteina-ligante a entropia
desempenha papel fundamental (JUSUF, 2002). Mesmo que seja cedo para lancar a
hipétese de que os movimentos correlacionados poderiam influenciar a entropia
conformacional do processo de complexacdo do VEGF, os resultados aqui mostrados

indicam que isso ndo deve ser ignorado.

78



6 - O papel do no de cistina na estrutura e na dinamica do VEGF

6.1 — Introdugao

O fator de crescimento vascular endotelial faz parte de uma superfamilia de
proteinas caracterizada pela presenga de ligagdes dissulfeto muito conservadas que
formam o chamado “n6 de cistina” (MULLER, 1997a). O VEGF tem oito residuos de
cisteina em cada mondmero, seis responsaveis por trés ligagdes dissulfeto
intramoleculares (Cys26 — Cys68, Cys57 — Cysl02, Cys61 — Cysl04) e dois
responsaveis por duas ligacdes dissulfeto entre os dois mondmeros (Cys51 — Cys60* e
Cys51* - Cys60; em que o asterisco indica que o residuo pertence ao outro monomero).

Em 1994, Potgens e colaboradores (POTGENS, 1994) demonstraram
experimentalmente que a dimerizacdo covalente € necessaria para a atividade biologica
do VEGF ja que, a mutagdo dos residuos Cys51 ou Cys60 para serina impede a
dimerizacdo e leva a perda de atividade. A mutagdo do residuo Cys57 para serina,
porém, ndo impede a formacdo do dimero, nem perturba drasticamente a atividade
biologica do VEGF. O mesmo trabalho mostrou também que a mistura dos mutantes
C57S e C60S, na mesma propor¢do, origina um dimero com uma uUnica ligacdo
dissulfeto entre os mondmeros e que esta espécie heterodimérica é tdo ativa quanto o
VEGF original.

Em 2002, Muller e colaboradores (MULLER, 2002) mostraram que o nd de
cistina ndo tem importancia na manutencao da estabilidade termodinamica do VEGF.
Alias, o trabalho mostrou que a mutacdo, por alanina, de pares de residuos de cisteina

envolvidos nas ligagdes dissulfeto estabiliza o VEGF em ~2 kcal/mol. Entretanto,
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observou-se que as ligacdes dissulfeto sdo importantes para manter a estabilidade
térmica (isto €, a resisténcia a desnaturagdo provocada pelo aumento da temperatura) e
para a manter a integridade estrutural do VEGF.

De forma geral, a literatura mostra que as ligacdes dissulfeto sdo importantes para
regular a estabilidade termodindmica, induzir um determinado tipo de enovelamento e
até modular a atividade de algumas proteinas (BARFORD, 2004; ISHIKAWA, 2007).
Estudos de dindmica molecular foram utilizados para investigar o papel das ligacdes
dissulfeto nos movimentos internos de proteinas (TIDOR, 1993; MOGHADDAM,
2006). Como um fator restritivo, sabe-se que essas ligagdes implicam na redugdo da
entropia do sistema, no aumento das correlagdes dos movimentos internos, na alteracao
do padrio de ligacdes de hidrogénio e na alteragdo de interagdes de longo alcance
(MOGHADDAM, 2006).

O uso de simulagdes de dindmica molecular no refino de estruturas obtidas por
homologia, obtidas por métodos ab initio e geradas por mutagdes de residuos na
seqiiéncia de uma proteina de estrutura tridimensional conhecida é muito discutido na
literatura (VENCLOVAS, 2001; SCHONBRUN, 2002; MARK, 2004). O paradigma de
que simulacdes de dindmica molecular ndo sdo capazes de refinar essas estruturas na
auséncia de dados experimentais vem sendo derrubado. O trabalho de Mark e
colaboradores (MARK, 2004) mostra que estruturas de proteinas com até 100 residuos,
geradas por homologia ou por métodos ab initio de predigdo estrutural, foram, de forma
geral, refinadas e tornaram-se bem semelhantes a suas estruturas cristalograficas. Os
autores ressaltam que, no passado, a maior parte dos trabalhos mostrava que a
ineficiéncia das simulagées no refino de estruturas era devida, basicamente, a ndo
inclusdo da descricdo atomica completa do sistema, a ndo inclusdo discreta do solvente

e ao curto tempo das simulagdes, que ndo eram longas o suficiente para que as
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mudancas conformacionais necessarias ocorressem. Nesse trabalho, os autores mostram
que, para um conjunto de 15 estruturas de proteinas com tamanho médio de 100
aminoacidos, mudangas conformacionais importantes comecam a acontecer apos ~5 ns
e que, em alguns casos, sdo necessarios tempos superiores a 100 ns para obter-se a

estrutura refinada.

6.2 - Objetivos

No presente Capitulo, pretende-se verificar a viabilidade do uso de simulagdes de
dindmica molecular no refino de estruturas tridimensionais de proteinas mutantes
partindo da proteina nativa.

O proposito de gerar estruturas razodveis para as proteinas mutantes ¢
impulsionado pelo desejo de investigar o papel do no de cistina por simulagdes
computacionais na estrutura ¢ na dindmica do VEGF visto que ele ndo estabiliza

termodinamicamente a proteina.

6.3 - Detalhes computacionais

6.3.1 - Estruturas iniciais

Para investigar o papel das ligagdes dissulfeto, oito simulagdes de dindmica
molecular foram realizadas. Cinco delas partiram da mesma estrutura utilizada como

ponto de partida na simula¢do do VEGF livre, ou seja, a primeira estrutura (modelo 1 do

81



conjunto de estruturas de codigo PDB: 1KAT) de RMN, determinada por Pan e
colaboradores (PAN, 2002). Para estas cinco simulagdes, a estrutura inicial foi
primeiramente manipulada para a constru¢do dos mutantes. O mutante C51A/C60A,
caracterizado pela auséncia das ligagdes dissulfeto entre os monoémeros (ver Figura 6.1),
foi construido pela substituicdo dos residuos Cys51 e Cys60 por alanina. O mutante
heterodimero C51A/C60A*, caracterizado pela auséncia de uma das ligacdes dissulfeto
entre os mondmeros, foi construido pela substituicdo do residuo Cys51 de um
mondmero e do residuo Cys60 do outro mondémero por alanina. O mutante
heterodimero C51S/C60S* foi construido da mesma forma que o C51A/C60A*, porém,
os residuos de cisteina foram substituidos por serina. O mutante C57A/C102A foi
construido pela substituicdo dos residuos Cys57 e Cys102 por alanina e o mutante
C61A/C104A pela substituicao dos residuos Cys61 e Cys104 também por alanina (ver
Figura 6.1). As trés outras simulagdes tiveram como ponto de partida estruturas
cristalograficas depositadas no PDB. Muller e colaboradores (MULLER, 2002)
determinaram as estruturas tridimensionais dos mutantes C51A/C60A, C57A/C102A e
C61A/C104A (codigos PDB: IMJV, IMKG e 1MKK, respectivamente) por difragdo de
raios-X. O simbolo ¥ foi utilizado para indicar que estas simula¢des partiram de

estruturas cristalograficas.
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Figura 6.1: As elipses em vermelho mostram as ligagdes dissulfeto entre mondmeros.
Elas sdo formadas pelos residuos Cys51 de um monomero e Cys60 do outro. Os
mutantes C51A/C60A* e C51S/C60S* foram construidos para apresentarem somente
uma dessas ligacdes dissulfeto. As elipses em azul mostram as ligagdes dissulfeto
formadas pelos residuos Cys57 e Cysl102 e as elipses em verde mostram as ligagdes

formadas por Cys61 e Cys104.

6.3.2 - Dinamica molecular e andlises posteriores

As oito simula¢des de dindmica molecular foram realizadas no ensemble NPT,
pelo uso do programa GROMACS (LINDAHL, 2001) e do campo de forgas OPLS al//
atom (KAMINSKI, 2001). Cada simulagdo teve 10 ns de duragdo. Os procedimentos
computacionais utilizados estdo descritos nas Seg¢des 4.3.2 e 5.3.2. Os mapas de
correlagdo foram calculados de acordo com o procedimento descrito na Seg¢do 4.3.3 ¢ a
analise de componentes principais seguiu o procedimento descrito na Secdo 4.3.4.
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6.4 - Resultados e discussdo

6.4.1 - Estabilidade das simulacées

A Figura 6.2 mostra o RMSD relativo a estrutura inicial, o raio de giro (Rg) ¢ a
area superficial acessivel ao solvente (SASA) de cada simulagdo cujo ponto de partida
foi a estrutura de RMN do VEGF (ver Secdo 6.3.1). A Figura 6.3 mostra os mesmos
dados para as simulagdes que tiveram estruturas cristalograficas como ponto de partida.
Nota-se a razoavel estabilizacdo das trajetorias. Todas as simulagdes tiveram valores de
RMSD maiores do que o VEGF nativo (abreviado por WT VEGF: wild type VEGF).
Observa-se também raios de giro e SASA maiores para os mutantes do que para o WT

VEGF.
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Figura 6.2: (a) RMSD dos atomos de Ca, (b) raio de giro, (c) area superficial acessivel

ao solvente (SASA) dos sistemas cujo ponto de partida foi a estrutura do VEGF

modificada. A legenda no canto superior direito relaciona as cores aos sistemas.
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Figura 6.3: (a) RMSD dos atomos de Ca, (b) raio de giro, (c) area superficial acessivel

ao solvente (SASA) dos sistemas cujo ponto de partida foram estruturas cristalograficas.

A legenda no canto superior direito relaciona as cores aos sistemas.

6.4.2 - Anadlise Estrutural

A Figura 6.4 mostra as sobreposi¢des de estruturas médias obtidas da simulagdo

com estruturas cristalograficas. A Tabela 6.1 mostra valores médios de RMSD entre

estruturas obtidas da simulacdo e estruturas cristalograficas. A estrutura média do

mutante C51A/C60A (em azul na Figura 6.4a) assemelha-se mais a estrutura

cristalografica deste mutante (em vermelho, cédigo PDB: 1MJV), RMSD de ~0,147

nm, do que com a estrutura cristalografica do VEGF (codigo PDB: 2VPF), RMSD de
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~0,211 nm. Isso indica que, mesmo partindo da estrutura inicial do VEGF, a simulacdo

convergiu corretamente para a estrutura do mutante.

Figura 6.4: Sobreposicdo de estruturas médias de dindmica molecular e estruturas
cristalograficas. (a) Estrutura cristalografica do VEGF em preto, estrutura média do
mutante C51A/C60A em azul, e estrutura cristalografica do mutante C51A/C60A em
vermelho. (b) Estrutura cristalografica do VEGF em preto, estrutura média do mutante
C57A/C102A em azul, e estrutura cristalografica do mutante C57A/C102A em
vermelho. (¢) Estrutura cristalografica do VEGF em preto, estrutura média do mutante
C61A/C104A em azul, ¢ estrutura cristalografica do mutante C61A/C104A em
vermelho. (d) Estrutura cristalografica do VEGF em preto, estrutura média do mutante

C51A/C60A* em azul, e estrutura média do mutante C51S/C60S* em amarelo.
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A estrutura média do mutante C57A/C102A (em azul, Figura 6.4b) assemelha-se
muito as estruturas do VEGF e do cristal desse mutante, ¢ tem o mesmo valor de
RMSD, ~0,149 nm. Este resultado ja era esperado, visto que o valor de RMSD entre as
estruturas experimentais cristalograficas do VEGF e desse mutante ¢ 0,119 nm. Em
outras palavras, a mutagdo dos residuos Cys57 e Cysl02 para alanina ndo afeta

significativamente a estrutura.

Tabela 6-1: Valores médios (em nm) de RMSD entre estruturas obtidas das simulagoes

de dindmica molecular e estruturas cristalograficas.

VEGF* C51A/C60A°  C57A/C102A°  C61A/C104A"

C51A/C60A 0,211+0,023  0,147+0,014  0,213+0,019 0,286 + 0,023

C57A/C102A  0,149+0,020 0,189+0,035 0,149+0,015 0,254 + 0,023
C61A/C104A 0,171 +£0,023  0,242+0,033  0,177+£0,024 0,261 £ 0,035
C51A/C60A*  0,155+0,022  0,196+0,035 0,177+0,018 0,263 + 0,026
C51S/C60S* 0,194+0,019 0,201 £0,024  0,195+0,017 0,287 £ 0,031

C51A/C60A°  0,207+0,025 0,208+0,041  0,222+0,025 0,264 =0,018

C57A/C102AY  0,147+0,018  0,192+0,027  0,146+0,014 0,233 +£0,026
C61A/C104A%  0,244+0,022  0,259+0,039  0,247+0,020 0,211+ 0,023

codigos PDB: 2VPF®, IMIV®, IMKG*, IMKK®.
* Estruturas que apresentam apenas uma liga¢do dissulfeto entre os mondmeros.
¥ Estruturas que tiveram como ponto de partida as estruturas cristalograficas.

A estrutura média do mutante C61A/C104A (em azul, Figura 6.4c) assemelha-se
mais a estrutura do VEGF do que a estrutura do cristal desse mutante. Os valores de
RMSD sdo ~0,171 ¢ ~0,261 nm em relacio ao VEGF e ao cristal do mutante,
respectivamente. Isso indica que, nesse tempo de simulagdo, a estrutura ndo converge

para a estrutura esperada.
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As estruturas dos mutantes que possuem apenas uma ligacdo dissulfeto entre os
mondmeros, C51A/C60A* e C51S/C60S*, permanecem mais semelhantes ao VEGF do
que ao cristal do mutante C51A/C60A (ver Tabela 6-1 e Figura 6.4d). Isto indica que a
auséncia de uma ligacdo dissulfeto ndo altera de forma significativa a estrutura do
VEGF e, possivelmente, explica porque heterodimeros com uma ligagdo dissulfeto entre
monomeros sdo capazes de ativar os receptores de VEGF e promover angiogénese
(POTGENS, 1994).

Para verificar se as simulagdes foram eficientes na obtencao de estruturas médias
razoaveis para as proteinas mutantes, outras simulacdes foram realizadas a partir das
estruturas cristalograficas desses mutantes. Para isso, os sistemas C51A/C60AY,
C57A/C102A% e C61A/C104A" foram construidos conforme descrito na Se¢do 6.3.1. A
principal questdo ¢ compreender se os desvios observados para as simulagdes que ndo
convergiram para a estrutura do cristal, principalmente C61A/C104A, sdo devidos a
problemas da simulagdo (isto ¢, tempo de simulagdo insuficiente, problemas
relacionados ao campo de forga, etc.) ou se as estruturas de alguns cristais ndo
correspondem as suas estruturas em solugao.

Para o mutante C51A/C60A%, o valor de RMSD, ~0,208 nm em relagdo a sua
estrutura cristalografica, ¢ maior do que o valor ~0,147 nm obtido para a simulacdo que
teve como ponto de partida o VEGF. Isto indica que a simulacdo foi capaz de reproduzir
a estrutura experimental.

Para o mutante C57A/C102A%, o RMSD em relagdo a estrutura cristalografica das
simulagdes partindo do VEGF, ~0,189 nm, e da estrutura cristalografica, ~0,192, ¢
muito semelhante. Isto indica que a simulacdo foi capaz de reproduzir a estrutura

experimental deste mutante.
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No caso do mutante C61A/C104A%, valores elevados de RMSD sdo observados
para a simulagdo partindo do VEGF, ~0,261 nm, e para a simulagdo partindo do cristal,
~0,211 nm. Esses resultados indicam que a estrutura deste mutante em solu¢do tem,
possivelvemente, diferencas significativas em relagdo a sua estrutura cristalografica. O
valor muito elevado de RMSD (~0,261 nm) da simulagdo partindo do VEGF indica que
a simulacdo ndo foi capaz de reproduzir a estrutura experimental, mas este resultado
pode ser explicado. A estrutura cristalografica deste mutante mostra que, na interface
entre os mondmeros, quatro residuos sofrem mudangas conformacionais drasticas em
suas cadeias laterais (MULLER, 2002). Estes residuos sdo His27, Glu30, 11e29 e Leu32.
As reorientagdes das cadeias laterais desses residuos, na melhor das hipoteses,
ocorreriam na escala de tempo de ps a ns, mas como estes residuos estdo na interface e
impedidos espacialmente, tempos muito maiores sdo esperados que ndo seriam

observaveis na escala de tempo da simulagao.

6.4.3 - Ligacgoes de hidrogénio

A Figura 6.5 mostra a evolugdo temporal do nimero de ligacdes de hidrogénio
para cada sistema, calculado utilizando o modulo “g hbond” do pacote GROMACS
(LINDAHL, 2001). A Tabela 6.2 mostra os numeros médios e os desvios padrao de
ligacdes de hidrogénio obtidos de 2500 configuracdes sobre os ultimos 5 ns das
trajetorias. Como na Secdo 5.4.2, os numeros foram obtidos pela definicdo de dois
grupos e pelo célculo da existéncia ou ndo da ligacdo de hidrogénio, segundo o seguinte
critério: (i) distincia de corte entre os atomos doador e receptor de 3,5 A; e (ii) angulo

de corte receptor-doador-hidrogénio de 30°. Os pares de grupos analisados foram: (i)
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proteina/proteina; (ii) cadeia-principal/cadeia-principal; (iii) cadeia-lateral/cadeia-
lateral; (iv) cadeia-1/cadeia-2 (entre cadeias); (v) cadeia-1/cadeia-1; e (vi) cadeia-

2/cadeia-2.
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Figura 6.5: Evolugdo temporal do niumero de ligagdes de hidrogénio para cada sistema.
(a) proteina/proteina; (b) cadeia-principal/cadeia-principal; (c) cadeia-lateral/cadeia-
lateral; (d) cadeia-1/cadeia-2 (entre cadeias); (e) cadeia-1/cadeia-1; e (f) cadeia-

2/cadeia-2.

O numero de liga¢des de hidrogénio proteina-proteina variou de um valor minimo
de 126,0 para 0 C61A_C104A a um valor maximo de 133,7 para 0 C61A_C104A°. Este
resultado mostra que as diferentes estruturas iniciais da dindmica molecular (isto ¢, uma
proveniente do VEGF e uma do cristal do mutante) para 0 mesmo mutante levam aos

resultados mais discrepantes. Uma possivel interpretagdo deste resultado ¢é a
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necessidade de reorganizagdo das cadeias laterais localizadas na interface da estrutura
proveniente do VEGEF. Isto ¢ reforcado quando se nota que as ligagdes de hidrogénio
entre cadeias (cadeia-1/cadeia-2), que para a simulagdo C61A_C104A tem valor médio
de 8,0 e para a simulagdo C61A_C104A§ tem valor médio de 12,8, sdo bem diferentes
entre os dois sistemas. E possivel que, com um tempo de simulagdo mais longo,

C61A_C104A se aproxime de C61A_ C104A°.

Tabela 6-2: Namero médio e desvio padrdo de ligagdes de hidrogénio.

Proteina / Cad. Principal / Cad. Lateral/  Cadeia-1/ Cadeia-1/ Cadeia-2 /

Proteina Cad. Principal ~ Cad. Lateral Cadeia-2 Cadeia-1 Cadeia-2
WT VEGF 131 +4,8 86,1 +3,6 22,8+23 88=+1,5 60,4 3,3 61,7+34
C51A_C60A 129,2 +4.8 87,8 +3,5 19,4+22 92+1,7 60,8 +3,2 59,1+33
C57A_C102A 130,9 +4,7 86,4 +33 22,7+23 73+1,8 622+34 61,3+33
C61A_Cl104A 126,0 +4,5 86,6 +3,4 20,1+£2,3 8,0+1,5 60,6 +3,1 57,4 +3,1
C51A_C60A* 131,4+4,7 873+3,4 22,1+£2,1 82=+1,6 62,6 £3,6 60,7 +3,4
C51S_C60S* 128,6 +4,7 86,7+3,5 21,7+24 8,0=+1,5 62,5+34 58,1+32
C51A_C60A* 129,8 +4.9 88,633 21,0+2,5 99+1,5 60,8 +3,2 59,1+34
C57A_CI102A° 130,2+5,3 86,2+3,6 25,1+24 8,7+1,7 62,0+33 60,0+3,4
C61A_CI104A° 133,7+4,6 84,4 +3,5 23,1+2,3 128+1,9 61,5+3,1 59,5+3,3

* Estruturas que apresentam apenas uma ligacdo dissulfeto entre os mondmeros.
¥ Estruturas que tiveram como ponto de partida as estruturas cristalograficas.

A comparagio dos sistemas C51A_C60A com C51A_C60A" e C57A_C102A com
C57A_C102A" permite afirmar que as simulagdes que partiram do VEGF convergem de
forma bem razoavel para as simulagdes que partiram da estrutura dos respectivos

cristais.
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As estruturas com uma ponte, C51A C60A* e C51S_C60S*, possuem valores
proximos dos valores calculados para o WT VEGF. Isto indica que a mutagdo de uma

Unica ponte ndo afeta drasticamente o perfil de ligagdes de hidrogénio.

6.4.4 - Flutuacoes atomicas

Como na Sec¢do 5.4.6, os fatores-B dos atomos de Ca foram calculados sobre 40
blocos de 250 ps com intervalos de tempo de 2 ps. Em cada bloco, foi efetuada a média
dos fatores-B. A média dos fatores-B entre os monomeros foi também obtida. A Figura
6.6 mostra a evolucdo temporal dos fatores-B para as simulagoes de C51A/C60A,
C57A/C102A e C61A/C104A e a Figura 6.7, para as simulacdes C51A/C60AS,
C57A/C102AY e C61A/C104A" (simulagdes de estruturas provenientes do cristal de
cada mutante). E possivel notar em todos os mapas que os valores de fator-B convergem
razoavelmente. Graficos de RMSD foram colocados abaixo de cada grafico de fator-B
para dar uma idéia do periodo de tempo em que cada bloco foi coletado. O painel
inferior mostra a média dos fatores-B sobre os 40 blocos em comparagdo com a média
calculada para o WT VEGF. A regido compreendida entre os residuos 60 e¢ 70 (regido
que contém a alga-2) ¢ a mais afetada pelas mutagdes, que aumentam a flexibilidade
dessa regido. A Sec¢do 5.4.6 mostrou que a complexacdo com o receptor ou um inibidor
aumenta a flexibilidade da alca-2, o que sugere que as mutagdes podem afetar as
constantes de ligacdo pelo efeito dindmico de alterar as flutuacdes atdmicas dessa regido
da proteina.

A comparacao entre as Figuras 6.6 e 6.7 permite observar as diferencas causadas

pelas estruturas iniciais nas flutuacdes atdmicas. As simulacdes que partiram da
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estrutura modificada do VEGF (Figura 6.6) apresentam valores menores de fator-B do

que as simulagdes que partiram das estruturas dos cristais (Figura 6.7).

Residuos C51A/C60A
Residuos C57A/C102A
Residuos C61A/C104A
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Figura 6.6: Os trés painéis na parte superior da figura mostram a evolugdo temporal dos
fatores-B coletados de janelas consecutivas de 250 ps. O painel da esquerda refere-se ao
C51A/C60A, o do meio ao C57A/C102A e o da direita ao C61A/C104A. Os valores
referem-se a média entre as duas cadeias. As intensidades dos fatores-B sdo dadas pela
legenda no canto inferior direito. Abaixo de cada painel estd um grafico de RMSD
calculado sobre os atomos de Ca. O RMSD médio de todos os 40 blocos aparece no

painel inferior esquerdo.
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Figura 6.7: Os trés painéis na parte superior da figura mostram a evolugao temporal dos
fatores-B coletados de janelas consecutivas de 250 ps. O painel da esquerda refere-se ao
C51A/C60A’, o do meio ao C57A/C102A° ¢ o da direita ao C61A/C104A°. Os valores
referem-se & média entre as duas cadeias. As intensidades dos fatores-B sdo dadas pela
legenda no canto inferior direito. Abaixo de cada painel esta um grafico de RMSD
calculado sobre os atomos de Ca. O RMSD médio de todos os 40 blocos aparece no

painel inferior esquerdo.
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6.4.5 - Analise de componentes principais

Como nos Capitulos 4 e 5, a andlise de componentes principais foi realizada. A
raiz quadrada da média dos produtos internos (RMSIP: root mean square inner
products) (equagdo 33) foi calculada entre intervalos crescentes da primeira metade da
analise (de 5000 ps até 7500 ps) com a segunda metade (de 7500 ps até 10000 ps)
envolvendo o subespaco composto pelos primeiros 10 autovetores.

A Figura 6.8 mostra os graficos da evolucdo da raiz quadrada da média dos
produtos internos (RMSIP) com o intervalo de tempo para as simulagdes dos mutantes
construidos a partir da estrutura do VEGF. Observa-se em todos os graficos a
convergéncia dos autovetores para um RMSIP de ~0,5 (linhas pretas). Observa-se,
também, que existe alta sobreposi¢cao dos autovetores dos mutantes com os autovetores
do VEGF nativo (linhas vermelhas e verdes). Em principio, isto indica que o
comportamento dindmico dos mutantes ¢ semelhante ao do VEGF nativo. Em outras
palavras, apesar de existirem diferencas estruturais e diferengas nas flutuagoes atomicas
dos mutantes com o VEGF (Se¢des 6.4.4 ¢ 6.4.3), a natureza dos autovetores se
mantém. Entretanto, a Figura 6.9, que mostra graficos de RMSIP para as simulagées dos
mutantes construidos a partir das estruturas cristalograficas, descreve um
comportamento bem diferente. Para esses sistemas, a convergéncia dos autovetores ¢
observada para valores de RMSIP de ~0,5 (linhas pretas), mas a sobreposicdo com o0s
autovetores do VEGF nativo (linhas vermelhas e verdes) ¢ negligenciavel (valores
proximos a 0,1). Em outras palavras, no caso das simulagdes feitas a partir de estruturas
cristalograficas, o comportamento dindmico ¢ bem diferente do VEGF nativo. Este

importante resultado mostra que existe alta dependéncia das correlagdes nas flutuagdes
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atOmicas com a estrutura inicial e que, tempos de

diminuir a discrepancia entre os resultados.
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Figura 6.8: Graficos da evolugdo da raiz quadrada da média dos produtos internos

(RMSIP) com o intervalo de tempo para as simulagdes dos mutantes construidos a partir

da estrutura do VEGF. As linhas pretas correspondem a sobreposicdo entre autovetores

do mesmo sistema, mas diferentes subpartes de 2500 ps. As linhas vermelhas e verdes

correspondem a sobreposi¢ao dos autovetores dos mutantes com o WT VEGF.
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Figura 6.9: Graficos da evolucdo da raiz quadrada da média dos produtos internos
(RMSIP) com o intervalo de tempo para as simulagdes dos mutantes construidos a partir
das suas estruturas cristalograficas correspondentes. As linhas pretas correspondem a
sobreposi¢do entre autovetores do mesmo sistema, mas diferentes subpartes de 2500 ps.

As linhas vermelhas e verdes correspondem a sobreposicdo dos autovetores dos

mutantes com o WT VEGF.

6.5 — Conclusoes

E possivel refinar a estrutura de alguns mutantes em um tempo acessivel (10 ns)
de simulacdo. FlutuagOes atomicas também se mostraram razoavelmente refinadas.
Entretanto, tempos de simulagdo maiores devem ser empregados para que os modos de
movimento convirjam satisfatoriamente. Considerando que, no trabalho de refinamento
estrutural por dindmica molecular de Mark e colaboradores (MARK, 2004), sistemas
muito menores ¢ simulagdes muito mais longas foram utilizadas, obtivemos, neste

capitulo, razoavel sucesso.
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A auséncia das ligacdes dissulfeto ndo acarreta mudanga estrutural muito
significativa do VEGF, mas perturba a estrutura dos pélos do VEGF, responsaveis pela
ligacdo ao receptor.

Sob o aspecto dindmico, as flutuagdes da alca-2 aumentam consideravelmente
frente as mutagdes. Essa modificacdo pode estar relacionada com a atividade dessas
proteinas, visto que, o efeito da complexacdo com o receptor influencia dinamicamente

essa regiao.
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7 - Modelagem e dindmica molecular de complexos VEGF/VEGFR:

investigacao da seletividade na ativacio de receptores de angiogénese

7.1 — Introdugao

Como descrito na Se¢do 1.3 e ilustrado na Figura 1.1, os receptores de VEGF sao
ativados seletivamente por diferentes fatores de crescimento. A ativacdo diferencial
permite o chaveamento de diversos processos biologicos (ver Secdes 1.2 e 1.6).
Portanto, entender as bases moleculares da ativagdo seletiva desses receptores ¢ um
passo importante quando se objetiva a modulacdo racional da angiogénese e de outros
processos que envolvem estes fatores de crescimento.

O conhecimento das estruturas tridimensionais dos complexos VEGF/VEGFR ¢
necessario para entender a natureza das interagdes entre essas proteinas no nivel
molecular. As conjecturas acerca do reconhecimento molecular dependem, dentre
outros fatores, da natureza das intera¢des formadas na interface dessas proteinas.
Entretanto, para os sistemas VEGF/VEGFR, apenas duas estruturas tridimensionais de
complexos estdo registradas no PDB. Uma corresponde ao complexo VEGFA/Flt-1p,
(codigos PDB: 1FLT (WIESMANN, 1997) e 1QTY (STAROVASNIK, 1999)) que foi
estudado no Capitulo 5 e, a outra corresponde ao complexo PIGF/Flt-1p, (codigo PDB:
IRV6 (CHRISTINGER, 2004)) .

As estruturas tridimensionais dos dominios-2 e -3 extracelulares (dominios de
ligacdo ao VEGF) do receptor KDR ainda ndo foram determinadas. Trabalhos de

mutagénese mostram que, em sua maior parte, os residuos do VEGF responsaveis pela
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ativacao do KDR sdo diferentes dos responsaveis pela ativagdo do Flt-1 (KEYT, 1996;
LI, 2000). Isso sugere que o modo de ligagdo entre 0 VEGF e o KDR seja diferente do
modo de ligacdo entre o0 VEGF e o Flt-1. Porém, essa andlise ndo ¢ conclusiva.

Os outros fatores de crescimento, VEGFB, VEGFC, VEGFD e VEGFE, ativam
determinados receptores, mas também se desconhece as estruturas tridimensionais dos

respectivos complexos.

7.2 - Objetivos

Gerar uma estrutura tridimensional para o dominio-2 extracelular do receptor
KDR por homologia. Essa estrutura permitird a compara¢gdo com o dominio-2 do
receptor Flt-1 e a construgao de complexos VEGF/KDR.

Construir os complexos VEGFA/KDR, PIGF/Flt-1, PIGF/KDR, VEGFB/FIt-1 e
VEGFB/KDR com o objetivo de investigar porque o VEGFA ativa os dois receptores e

porque o PIGF e o VEGFB s6 ativam o receptor Flt-1.

7.3 - Detalhes computacionais

Neste Capitulo, 11 sistemas moleculares foram estudados: VEGFA livre,
VEGFA/Flt-1p,, VEGFA/KDRp,, PIGF livre, PIGF/Flt-1p,, PIGF/KDRp,, VEGFB
livre, VEGFB/Flt-1p,, VEGFB/KDRp,, Flt-1p; livie ¢ KDRp, livre. A partir desse
ponto, o subscrito p, sera omitido, mas subentende-se que todos os receptores estudados

contém somente o dominio-2 extracelular.
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Alguns sistemas estudados nesse Capitulo (VEGF livre ¢ VEGF/Flt-1) ja foram
estudados em Capitulos anteriores e, portanto, as mesmas estruturas e trajetorias foram

aqui utilizadas.

7.3.1 - Modelagem do receptor KDR

A seqiiéncia de aminoacidos do KDR (VEGFR-2) humano foi extraida do banco
de dados de proteinas Swiss-Prot sob o ntimero de acesso P35968. As duas copias do
Flt-1 na estrutura do complexo VEGF/Flt-1 (codigo PDB: 1FLT (WIESMANN, 1997))
foram utilizadas como molde. A Figura 7.1 mostra o alinhamento das sequéncias do
KDR ¢ do molde, obtido pelo programa Clusta/W (HIGGINS, 1994). O grau de

identidade na seqiiéncia primaria das duas proteinas ¢ de 40 %.

10 20 20 40
T T T T
VEGFR1 1 GREFVEMYSEIPEIIHMTEGRE--LVIPCRVTSPMITVTL 35

YEGFR2 1 REPFIAGVEDOHCGWWY ITENENETWWIPCLGSISNLIVSL 40

=] &0 70 20
B T T e T I
VEGFR1 35 -EEFPLDTLIPDGERI IWDSREGF ITSNATYEEIGLLTCE 77

YEGFRZ 41 CARYPEERFVPDGHNRISWDISFKEGFTIPITMISTAGMVFCE 30

a0
B e
VEGFR1 75 ATVNGHLYE-TNYLTHRQ 94
VEGFR2? 51 AEINDESYOSIMYIVVVY 9F

Figura 7.1: Alinhamento das seqiiéncias primarias dos receptores VEGFR-1 (Flt-1) e

VEGFR-2 (KDR).

A seqiiencia do dominio-2 do KDR foi enovelada sobre a seqiiéncia do molde

utilizando o programa Modeller (SALI, 1993) e respeitando o alinhamento descrito. A
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qualidade das estruturas tridimensionais geradas para o dominio-2 do KDR foi aferida
pelos programas ProCheck (LASKOWSKI, 1993), Profile-3D (LUTHY, 1992) e Prove

(PONTIUS, 1996). A melhor estrutura de um conjunto de 50 foi escolhida.

7.3.2 - Modelagem dos complexos

Os modelos dos complexos VEGFA/KDR, PIGF/KDR, VEGFB/FIt-1 e
VEGFB/KDR foram gerados por sobreposicdo das estruturas das proteinas ndo
complexadas nos complexos de estruturas conhecidas VEGFA/FIt-1 (codigo PDB:

1FLT) ou PIGF/Flt-1 (codigo PDB: 1RV6), que serviram de molde (ver Tabela 7.1).

Tabela 7-1: Estruturas iniciais dos complexos estudados nesse Capitulo.

Complexo Origem do Origem do Complexo Residuos do Residuos do
Fator Receptor molde Fator/mondmero receptor/copia
VEGFA/Flt-1 1FLT 1FLT - 11-109 132-226
VEGFB/Flt-1 2CTW IFLT 1FLT 13-107 132-226
PIGF/Flt-1 IRV6 1IRV6 - 22-116 132-223
VEGFA/KDR IFLT modelo* 1FLT 11-109 132-230
VEGFB/KDR 2CTW modelo* 1FLT 13-107 132-230
PIGF/KDR IRV6 modelo* 1RV6 22-116 132-230

* Modelo construido de acordo com a Secao 7.3.1.
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7.3.3 - Estruturas iniciais das proteinas livres

Além dos complexos, as proteinas livres VEGFA, VEGFB, PIGF, Flt-1 ¢ KDR
foram estudadas neste capitulo. As andlises do VEGFA livre utilizaram a trajetoria
gerada no Capitulo 4. As estruturas iniciais usadas para o VEGFB, PIGF e Flt-1 foram
extraidas dos arquivos PDB de codigos 2C7W, 1RV6 e 1FLT, respectivamente. A

estrutura inicial do KDR foi descrita na Se¢ao 7.3.1.

7.3.4 - Dinamica molecular

Exceto pelos sistemas VEGFA livre e VEGFA/FIt-1, ja descritos, cujos resultados
das simulacdes encontram-se em Capitulos anteriores, as trajetorias dos outros 9
sistemas foram geradas por simulacdes de dindmica molecular. A metodologia
empregada nas simulacdes estd descrita nas Secdes 4.3.2 e 5.3.2. As simulacdes dos
receptores Flt-1 e KDR duraram 20 ns, ao passo que as demais simulagdes duraram 10

ns.

7.3.5 - Andalise de area superficial acessivel ao solvente

A area superficial acessivel ao solvente (SASA) por residuo foi calculada pelo
programa NACCESS (HUBBARD, 1993). Um script em linguagem PERL foi
desenvolvido para operar em conjunto com este programa. O script executa o programa
NACCESS sobre numa trajetéria PDB, captura os valores de SASA por residuo,
armazena em um array € calcula as médias e os desvios padrao. O script interpreta se a
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proteina ¢ um dimero ou um mondmero e realiza médias por cadeia, além de calcular os

valores de SASA, total, polar e apolar.

7.4 - Resultados e discussdo

7.4.1 - Modelo do KDR e validacado

A estrutura tridimensional do dominio-2 do receptor KDR foi obtida por
modelagem comparativa utilizando como molde o dominio-2 do receptor Flt-1. O
programa Procheck (LASKOWSKI, 1993) foi utilizado para avaliar a qualidade da

cadeia principal do modelo antes e depois da simulagdo (Figura 7.2).

ANTES DA SIMULAGAO (ESTRUTURA EM VERDE)

Residuos nas regides mais favoraveis 69 79,3%
Residuos em regides favoraveis adicionais 15 17,2%
Residuos em regies pouco favoraveis 3 3,4%
Residuos em regides desfavoraveis 0 0,0%
Numero de residuos (excluindo Gly e Pro) 87 100,0%
Numero de residuos terminais excluindo Gly e Pro 1

Numero de residuos de glicina 6

Numero de residuos de prolina 5

Numero total de residuos 99

DEPOIS DA SIMULAGAO (ESTRUTURA EM MARROM)

Residuos nas regides mais favoraveis 71 81,6%
Residuos em regides favoraveis adicionais 14 16,1%
Residuos em regides pouco favoraveis 1 1,1%
Residuos em regides desfavoraveis 1 1,1%
NUmero de residuos (excluindo Gly e Pro) 87 100,0%
Numero de residuos terminais excluindo Gly e Pro 1

Numero de residuos de glicina 6

Numero de residuos de prolina 5

Numero total de residuos 99

Figura 7.2: Estrutura do dominio-2 do receptor KDR obtida por homologia antes (em

verde) e depois (em marrom) da dinamica molecular.
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Depois de 20 ns de simulagdo, 81,6% dos residuos ocuparam as regides mais
favoraveis do grafico de Ramachandran e 16,1% regides favoraveis adicionais,
totalizando 97,7% em regides favoraveis. A estrutura final (em marrom na Figura 7.2)
se diferencia da estrutura inicial principalmente em regides de alcas.

A funcdo de qualidade de volume protéico, obtida pelo programa Prove
(PONTIUS, 1996), indicou que o modelo esta inserido na faixa que compreende cristais
de alta resolugao.

A estrutura final foi também avaliada pelo programa Profile-3D (LUTHY, 1992)
que forneceu um valor de 32,57, contra 26,66 do molde, para a fungdo de auto-
compatibilidade. Todos os pardmetros avaliados indicam a alta qualidade da estrutura

obtida.

7.4.2 — Andlise geral dos complexos

Seis complexos foram analisados no presente Capitulo. Dois deles, VEGF/Flt-1 e
PIGF/Flt-1, j& possuiam estruturas tridimensionais conhecidas (cdédigos PDB: 1FLT e
1RV6, respectivamente). As outras quatro estruturas foram geradas por sobreposicio
nas estruturas conhecidas (ver Sec¢do 7.3.2).

As estruturas geradas para os complexos VEGF/KDR, VEGFB/FIt-1,
VEGFB/KDR e PIGF/KDR nao apresentaram sobreposicdo de atomos e, apds
minimizacdo de energia, nenhum contato de alta energia foi observado. Este
procedimento ja havia sido utilizado por Iyer e colaboradores (IYER, 2001) que
utilizaram sobreposicdo estrutural para a geracdo do complexo PIGF/Flt-1 antes da

determinacdo da estrutura do complexo.
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Um dos requisitos basicos para o reconhecimento molecular entre proteinas (isto
¢, para que duas ou mais proteinas se liguem com a afinidade necessaria) é a
complementaridade entre suas superficies ou formas (do inglés: shape complementarity)
(STITES, 1997). Todos os complexos gerados mostram um bom encaixe entre as
formas protéicas. Isto indica que, o fato dos fatores VEGFB e PIGF ndo ativarem o
receptor KDR ndo estd relacionado com a falta de complementaridade entre suas
formas.

O complexo VEGF/KDR também mostra excelente complementaridade. Isto
indica que, ao contrario do que foi proposto por Keyt e colaboradores (KEYT, 1996), o
VEGF deve se complexar com o KDR numa orientagdo muito semelhante com a que se
complexa com o Flt-1 (Figura 7.3). A diferenca entre a afinidade pelos dois receptores e
a diferenca entre os residuos que participam das interagcdes sdo, provavelmente,
conseqiiéncias de interacdes especificas. Seria estranho observar duas proteinas com
alto grau de homologia complexarem de forma diferente com receptores que também

tém alto grau de homologia.

Figura 7.3: Estrutura cristalografica do complexo VEGF/Flt-1 mostrando a orientacao

do VEGF e das duas copias do receptor Flt-1.

107



7.4.3 - Estabilidade das simulacées

Onze simulagdes foram analisadas neste Capitulo. A Figura 7.4 mostra a evolucao
temporal do RMSD relativa as estruturas iniciais de cada simula¢do. As simulagdes dos
fatores livres VEGF, VEGFB ¢ PIGF (Figura 7.4a) mostraram-se bem estaveis, com
valores médios de RMSD de ~0,2 nm. A Figura 7.4b mostra o RMSD dos receptores
Flt-1 e KDR, cujas simulagdes duraram 20 ns. Nota-se que o receptor Flt-1, que partiu
da estrutura cristalografica (codigo PDB: 1FLT), teve um RMSD estavel e com valor de
~0,1 nm desde o inicio da simulacdo. O receptor KDR, proveniente do modelo gerado
por homologia, sofreu consideraveis mudancas estruturais nas regioes de alcas e, apos
13 ns de simulagdo, permaneceu estavel com valor de RMSD de ~0,3 nm. A Figura 7.4c
mostra o0 RMSD dos complexos. Os complexos VEGF/FIt-1 e PIGF/Flt-1 partiram de
estruturas cristalograficas (codigos PDB: 1FLT e 1RV6, respectivamente) e os
complexos VEGF/KDR, VEGFB/FIt-1, VEGFB/KDR e PIGF foram gerados por
sobreposicdo das estruturas. Apdés 5 ns o RMSD de todos os complexos havia
convergido. O valor mais alto de RMSD (~0,4 nm) foi o do complexo PIGF/KDR e o
valor mais baixo do complexo VEGFB/Flt-1 (~0,2 nm), ambos gerados por

sobreposi¢ao.
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Figura 7.4: Graficos de RMSD dos fatores livres, receptores livres ¢ dos complexos. (a)
VEGF (em preto), VEGFB (em vermelho) e PIGF (em verde). (b) Flt-1 (em preto) e
KDR (em vermelho). (¢) VEGF/Flt-1 (em preto), VEGF/KDR (em vermelho),
VEGFB/Flt-1 (em verde), VEGFB/KDR (em azul), PIGF/Flt-1 (em amarelo) e

PIGF/KDR (em marrom).

7.4.4 - Analise visual das intera¢ées ionicas

As interagdes polares podem ocorrer entre residuos neutros, residuos carregados e
residuos neutros, ou entre dois ou mais residuos carregados. Estas interagoes
desempenham um papel importante no reconhecimento entre proteinas. As interagdes
i6nicas (usualmente conhecidas por pontes salinas) ocorrem entre aminoacidos de

cargas opostas e sdo as interagdes mais fortes.
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Do ponto de vista termodindmico, os contatos hidrofobicos contribuem de forma
mais significativa para a formag¢do de um complexo de proteinas em agua. Isto ocorre
porque a agua, que ¢ um solvente protico de alta constante dielétrica, solvata melhor os
residuos polares, favorecendo o colapso das espécies hidrofobicas. No entanto, na
forma¢do de um complexo protéico, os residuos na interface proteina-proteina,
necessariamente, passam por um processo de dessolvatagdo que envolve um custo
energético (ELCOCK, 2001). O custo associado a este processo ¢ a energia livre de
dessolvatagdo que tem o mesmo valor da energia livre de solvatagdo, porém, sinais
opostos. Portanto, residuos polares estdo associados a um alto custo de dessolvatacio e,
no caso de residuos carregados, este custo ¢ ainda maior. Para que um complexo
protéico seja formado, as interacdes entre residuos da interface devem superar o custo
de dessolvatagdo. A interagdo entre superficies hidrofobicas favorece a formagdo do
complexo (visto que a agua solvata muito fracamente estas superficies). Por motivos
6bvios, a interacdo entre uma superficie hidrofoébica e um residuo polar desfavorece a
formag¢do do complexo. As interagdes entre residuos polares podem favorecer ou
desfavorecer a formagdo do complexo. Se os atomos com cargas parciais positivas
possuirem orientacdo que permita a interagdo com 4atomos com cargas parciais
negativas, ou seja, interagdes complementares, haverd um favorecimento da formagao
do complexo. Caso contrario, ndo. Uma interacdo que €, na maior parte das vezes,
proibitiva para a formagdo do complexo, € a interagdo entre residuos de mesma carga,
visto que, para aproximar estes residuos um alto custo de dessolvatagdo esta associado e
a interagdo formada € repulsiva. Porém, a formacao de interacdes idnicas entre residuos
de cargas opostas ¢ favorecida quando a energia da interacdo formada supera a energia

de dessolvatagdo.
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Se todos os residuos fossem hidrofobicos, o colapso sempre seria favorecido em
agua e ndo existiria seletividade. Felizmente, as proteinas s6 reconhecem proteinas
muito complementares e esta selecdo fina da natureza ¢ regida, principalmente, pela
complementaridade de cargas e superficies.

A Figura 7.5 mostra as interfaces dos complexos. Os residuos carregados estio
mostrados em representacdo de haste e esfera, e a estrutura secundaria em fita. Na
natureza, observa-se a formacao dos complexos VEGF/Flt-1, VEGF/KDR, VEGFB/FIt-
1 e PIGF/Flt-1. Os complexos VEGFB/KDR e PIGF/KDR nao sdo formados. Na parte
superior da Figura 7.5, complexos que envolvem o receptor Flt-1, observa-se que todos
os complexos formam interacdes especificas entre residuos de cargas opostas. Nos
complexos mostrados na parte inferior, que envolvem o receptor KDR, interacdes
complementares estdo presentes no complexo VEGF/KDR, mas ausentes nos
complexos VEGFB/KDR e PIGF/KDR. Este resultado contribui para o entendimento da
ativacdo seletiva dos receptores de VEGF e mostra a coeréncia dos modelos construidos

neste trabalho.
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VEGF/Flt-1 VEGFB/FIt-1 PIGF/Fit-1

VEGF/KD B/KDR

Figura 7.5: Interfaces fator/receptor. Em cada quadro o receptor estd mostrado a
esquerda e o fator a direita. Os residuos carregados aparecem na representagao de esfera

e bastdo.

7.4.5 - Analise de ligagoes de hidrogénio

As ligagdes de hidrogénio com o solvente foram analisadas para estimar a
diferenca de energia de dessolvatacdo na formagdo dos complexos. Para isso,
consideramos que a diferenga de energia livre de dessolvatagdo ¢ proporcional a
variagdo do numero de ligagdes de hidrogénio sob a formagdo do complexo, dado por:
Ay = numero de ligagoes de hidrogénio do complexo com o solvente — numero de

ligagoes de hidrogénio do fator com o solvente — 2 vezes o numero de ligagdes de

112



hidrogénio do receptor com o solvente (pois cada fator complexa-se com duas copias do
receptor). A Tabela 7.2 contém o numero de ligacdes de hidrogénio que cada espécie
faz com o solvente. A variacdo do numero de ligacdes de hidrogénio sob a formacao do

complexo esta na Tabela 7.3.

Tabela 7-2: Numero de ligagdes de hidrogénio que cada sistema faz com o solvente.

Sistema Numero de ligagdes de hidrogénio com o solvente
VEGF livre 460 + 24
VEGFB livre 426+ 10
PIGF livre 462 +9
Flt-1 livre 228+7
KDR livre 233+8
VEGEF/Flt-1 915+ 18
VEGF/KDR 918+ 15
VEGFB/Flt-1 861 + 14
VEGFB/KDR 721 +40
PIGF/Flt-1 843 + 14
PIGF/KDR 736 + 41
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Tabela 7-3: Variagdo do ntmero de ligagdes de hidrogénio apds a formagdo do
complexo.

Sistema ALH (variagdo do niim. de ligagées de H sob a complexacdo)
VEGEF/Flt-1 915-460—-456=-1

VEGF/KDR 918 —460—466=-8

VEGFB/Flt-1 861 —426 - 456 =-21
VEGFB/KDR 721 —-426 - 466 =-171

PIGF/Flt-1 843 — 462 -456=-175

PIGF/KDR 736 — 462 — 466 =—192

O complexo VEGF/KDR (ALH = -8) ¢ o unico complexo com KDR em que a
variagdo do numero de ligagdes de hidrogénio € pequena. Este resultado ¢ esperado,
pois na natureza ndo se observa a formacao dos complexos VEGFB/KDR (ALH = -171)
e PIGF/KDR (ULH = -192). Apesar do valor de -75 ligacdes de hidrogénio para a
formagdo do complexo PIGF/Flt-1, este valor ndo deve ser proibitivo, visto que este
complexo ¢ formado na natureza. Esta analise fornece uma razao termodinamica para os
dados experimentais.

A variagdo do numero de ligacdes de hidrogénio foi calculada individualmente
também para o fator e para o receptor, com o propoésito de analisar onde o efeito da
dessolvatagdo ¢ mais pronunciado. A Tabela 7.4 mostra o nimero de ligagdes de
hidrogénio das espécies individuais (fator ou receptor) no complexo. A Tabela 7.5
mostra a variagdo do numero de ligagcdes de hidrogénio das espécies individuais na
formagdo dos complexos. Dada por: Ay = niimero de ligagbes de hidrogénio da

espécie no complexo — numero de ligagoes de hidrogénio da espécie livre.
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Tabela 7-4: Numero de ligagdes de hidrogénio com o solvente de cada espécie

individual no complexo.

Sistema Numero de ligagdes de hidrogénio com o solvente
VEGF no comlexo VEGF/Flt-1 496 + 12
VEGF no complexo VEGF/KDR 487+ 11
VEGFB no complexo VEGFB/Flt-1 430+ 10
VEGFB no complexo VEGFB/KDR 354 + 20
PIGF no complexo PIGF/Flt-1 448 + 10
PIGF no complexo PIGF/KDR 378 +£24
Flt-1 no complexo VEGF/Flt-1 210+ 6
Flt-1 no complexo VEGFB/FIt-1 215+5
Flt-1 no complexo PIGF/Flt-1 198 +5
KDR no complexo VEGF/KDR 216 +6
KDR no complexo VEGFB/KDR 184 + 14
KDR no complexo PIGF/KDR 179+ 10

Considerando que, cada complexo possui duas copias do receptor e, portanto,
devemos considerar o dobro dos valores para os receptores na Tabela 7.5, o efeito ¢
mais pronunciado na dessolvatagdo do receptor. Alguns resultados positivos na Tabela
7.5 sdo curiosos. Eles indicam que, ao se complexar, algumas espécies formam mais
ligagdes de hidrogénio com a agua do que quando livres. Este ¢ o caso do VEGF
quando se liga aos receptores Flt-1 e KDR e do VEGFB quando se liga ao receptor Flt-

1.
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Tabela 7-5: Variagdo do nimero de ligagdes de hidrogénio com solvente da espécie

individual sob a formagdo do complexo.

Sistema ALH™ (variacio do niim. de ligagdes de H sob a complexacdo)
VEGF no complexo VEGF/Flt-1 496 — 460 = 36
VEGF no complexo VEGF/KDR 487 —-460 =27
VEGFB no complexo VEGFB/Flt-1 430-426=4
VEGFB no complexo VEGFB/KDR 354 -426=-"172
PIGF no complexo PIGF/Flt-1 448 — 462 =-14
PIGF no complexo PIGF/KDR 378 —462 =- 84
Flt-1 no complexo VEGF/Flt-1 210-228=-18
Flt-1 no complexo VEGFB/FIt-1 215-228=-13
Flt-1 no complexo PIGF/Flt-1 198 — 228 =-30
KDR no complexo VEGF/KDR 216 -233=-17
KDR no complexo VEGFB/KDR 184 -233=-49
KDR no complexo PIGF/KDR 179 - 233 =-54

A Tabela 7.6 mostra o nimero de ligagdes de hidrogénio entre o fator e o receptor
em cada complexo. Os valores mais elevados sdo encontrados para os complexos
VEGF/Flt-1, VEGF/KDR, VEGFB/FIt-1 ¢ PIGF/Flt-1. Como ja dito, estes complexos
sdo observados. Os complexos VEGFB/KDR e PIGF/KDR possuem os menores
valores. As interfaces dos complexos que se formam naturalmente possuem um nimero
maior de ligacdoes de hidrogénio. Mais um indicativo de que o reconhecimento

molecular se da pela complementaridade das interagdes polares.
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Tabela 7-6: Numero de ligacdes de hidrogénio entre o fator ¢ o receptor em cada

complexo.

Sistema Numero de ligagdes de hidrogénio Fator/Receptor
VEGF < Flt-1 10+ 1

VEGF < KDR 10+2

VEGFB « Flt-1 8+ 1

VEGFB < KDR 5+£2

PIGF « Flt-1 8+2

PIGF < KDR 6+1

7.4.6 - Andlise de superficies moleculares

A area superficial acessivel ao solvente (SASA) por residuo foi calculada para
todos os sistemas. Os resultados estdo dispostos nas Figuras 7.6 a 7.10. Nas trés
primeiras figuras, estdo dispostas as areas por residuo dos fatores VEGF (Figura 7.6),
VEGFB (Figura 7.7) e PIGF (Figura 7.8), livres e complexados. As areas por residuo
dos receptores Flt-1 (Figura 7.9) e KDR (Figura 7.10), livres e complexados estdo

dispostas nas duas ultimas figuras.
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Figura 7.6: Valores médios e desvios padrdo da area superficial acessivel ao solvente
por residuo do VEGF livre, do VEGF complexado com o receptor Flt-1 e do VEGF

complexado com receptor KDR.

No VEGF (Figura 7.6), ocorrem modificacdes nas areas individuais dos residuos
quando da complexagdo. Ou seja, alguns residuos do VEGF livre t€ém um aumento ou
diminuicdo da area superficial acessivel ao solvente (SASA) quando comparado ao
VEGF/Flt-1 ou VEGF/KDR. Os residuos 16-18, 21-23, 25, 27-29, 48, 62, 63, 81-83,
89-91 sdo os exemplos mais evidentes. Essa modificacdo se da de forma muito parecida

para os dois receptores.
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Figura 7.7: Valores médios e desvios padrdo da area superficial acessivel ao solvente
por residuo do VEGFB livre, do VEGFB complexado com o receptor Flt-1 e do

VEGFB complexado com receptor KDR.

No VEGFB (Figura 7.7), ocorrem modificagdes similares. Porém os residuos mais
evidentes sdo 18, 21, 22, 25, 39, 41-43, 46, 48, 62-64, 66, 83, 85, 88, 90, 102 e 105. No
entanto, ¢ importante notar que o padrdo apresentado pelo VEGFB com Flt-1 difere do

VEGFB com KDR, principalmente, para os residuos: 39, 41-43, 63.
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Figura 7.8: Valores médios e desvios padrdo da area superficial acessivel ao solvente
por residuo do PIGF livre, do PIGF complexado com o receptor Flt-1 e do PIGF

complexado com receptor KDR.

No PIGF (Figura 7.8), também ocorrem modificacdes nas areas superficiais. Os
residuos mais evidentes sao 26, 27, 30, 34, 72, 75, 98, 100. O PIGF com Flt-1 também
apresenta diferencas se comparado ao PIGF com KDR. Os residuos mais evidentes sdao

27,34,59 e 71.
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Figura 7.9: Valores médios e desvios padrao da area superficial acessivel ao solvente
por residuo do receptor Flt-1 livre, do receptor Flt-1 complexado com VEGF, do

receptor Flt-1 complexado com VEGFB e do receptor Flt-1 complexado com PIGF.

A mesma analise pode ser feita para os receptores. No Flt-1 (Figura 7.9), alguns

residuos sofrem modificagdes mais evidentes em suas areas superficiais. Estes residuos

sdo 133, 141, 142, 145, 172, 199, 200, 202, 204, 221-225.
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Figura 7.10: Valores médios e desvios padrdo da area superficial acessivel ao solvente
por residuo do receptor KDR livre, do receptor KDR complexado com VEGF, do

receptor KDR complexado com VEGFB e do receptor KDR complexado com PIGF.

No KDR (Figura 7.10), os residuos que modificam suas areas superficiais sob a
complexacdo de forma mais evidente sdo 136, 137, 142, 143, 145, 149-152, 156, 165,
166, 176-178, 186, 189, 200-202, 207, 209, 217, 221, 228, 229. Porém este resultado
nao ¢ observado uniformemente entre 0 KDR com VEGF e KDR com outros fatores. Os
residuos que apresentam maiores diferencas sdo 136, 139, 143, 164-166, 189-192, 214-
216.

A analise por residuo mostra as regides de maiores modificacdes na area

superficial devido a complexacdo das proteinas. Diferencas significativas sdo
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observadas quando se compara os complexos observados experimentalmente com
aqueles que ndo sdo formados na natureza.

A andlise de SASA também foi feita de forma global. A Tabela 7.7 mostra os
valores médios e desvios padrao totais e também divididos em polar e apolar para todos

oS sistemas.

Tabela 7-7: Area superficial acessivel ao solvente (SASA) em A”.

Total Polar Apolar
VEGF 12944  £167 5077  «£105 7867  £115
VEGF/Flt-1 22062 £234 8751 132 13311 153
VEGF/KDR 22214  £205 9149  +£136 13065  +128
VEGFB 11584 £152 4012 +92 7572 £112
VEGFB/Flt-1 21116  +245 7745  £137 13371  +£158
VEGFB/KDR 22749  £343 8699 198 14050  +200
PIGF 11493 £122 4776 +82 6718 +88
PIGF/Flt-1 20241 £224 8268 117 11973  +168
PIGF/KDR 21353  £152 9123 <112 12230 117
Flt-1 6376  £93 2395 +56 3981 +70
KDR 7352 £190 2812 +88 4540  £123

A éarea interfacial pode ser definida como (KUNDROTAS, 2006)

S =1/2(S454,,,, +2SA54 —SA454

“fator receptor complexo ) ’

Equacao 34

int erface

onde a SASA do receptor ¢ multiplicada por 2 pois em cada complexo existem duas

copias do receptor. A area da interface de cada complexo esta mostrada na Tabela 7-8.
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Tabela 7-8: Area interfacial de cada complexo.

Total Polar Apolar %Polar %Apolar
Area Interfacial VEGF/Flt-1 1817 +£60 559 443 1259  +51 30,7 69,3
Area Interfacia VEGF/KDR 2717 £171 776 £72 1941 %116 28,6 71,4
Area Interfacial VEGFB/FIt-1 1610 =+47 529  +34 1081 +47 32,8 67,2
Area Interfacial VEGFB/KDR 1769  +94 468  £35 1301 79 26,5 73,5
Area Interfacial PIGF/Flt-1 2003 +43 650 39 1354 30 32,4 67,6
Area Interfacial PIGF/KDR 2422 +175 638 £73 1784 +£108 26,4 73,7

A area da interface de cada complexo ¢ 70 % apolar e 30 % polar,
aproximadamente. Os complexos com maior porcentagem de area apolar sdo justamente
os que ndo sdo observados na natureza, VEGFB/KDR e PIGF/KDR. Uma razdo para
isso € que a falta de complementaridade entre as superficies polares destes complexos
causa mudancas conformacionais nas cadeias laterais dos residuos polares no sentido de
diminuir a repulsio.

A area encoberta (BA: buried area) ¢é a parte da area de uma proteina que estd em
contato com a outra proteina. A porcentagem da area encoberta de uma proteina no
complexo ¢ a area interfacial dividida pela area total da proteina vezes 100. A Tabela 7-
9 mostra as porcentagens de area encoberta ¢ suas fragdes polares e apolares relativas ao

receptor. A Tabela 7-10 mostra o mesmo para os fatores.
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Tabela 7-9: Area encoberta (BA: buried area) do receptor pelo fator.

% BA tot. P/A %Polar 9% Apolar %BA Polar  %BA Apolar

BA do Flt-1 pelo VEGF 28,5 0,44 8,7 19,7 23,3 31,6
BA do KDR pelo VEGF 36,9 0,40 10,5 26,4 27,5 42,7
BA do Flt-1 pelo VEGFB 25,2 0,49 8,2 16,9 22,0 27,1
BA do KDR pelo VEGFB 24,0 0,36 6,3 17,6 16,6 28,6
BA do Flt-1 pelo PIGF 31,4 0,48 10,1 21,2 27,1 33,9
BA do KDR pelo PIGF 32,9 0,36 8,6 24,2 22,7 39,2

% BA tot. ¢ a porcentagem da area superficial total que esta na interface. P/A ¢ a razdo
Polar/Apolar. % Polar ¢ a porcentagem da area total que compreende residuos polares e
estd na parte encoberta. % Apolar ¢ a porcentagem da darea total que compreende
residuos apolares e estd na parte encoberta. A soma % Polar + % Apolar ¢ igual a % BA
tot. % BA Polar e % BA Apolar corresponde a porcentagem da area Polar e da area
Apolar, respectivamente, que se encontra encoberta.

A Tabela 7-9 indica, por exemplo, que 28,5 % da area total do Flt-1 esta encoberta
pelo VEGF no complexo formado por estas espécies. Indica ainda que 8,7 % ¢é polar e
19,7% ¢ apolar. % BA Polar indica que 23,3 % da area polar do Flt-1 esta encoberta
pelo VEGF e % BA Apolar indica que 31,6 % da area apolar do Flt-1 estd encoberta
pelo VEGF. P/A indica a razdo polar/apolar. Este valor relativo pode ser comparado
entre os diversos complexos. Repare que estes valores sdo os mesmos na Tabela 7-10.
Apesar da diferenga entre as porcentagens polar e apolar, a razao entre elas ¢ a mesma.

A razdo polar/apolar ¢ consideravelmente mais alta nos complexos que sdo observados.
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Tabela 7-10: Area encoberta (BA: buried area) do fator pelo receptor.

% BA tot. P/A° %Polar % Apolar % BA Polar %BA Apolar

BA do VEGF pelo Flt-1 28,0 0,44 8,6 19,4 22,0 32,0
BA do VEGF pelo KDR 41,9 0,40 12,0 30,0 30,5 49,3
BA do VEGEFB pelo Flt-1 27,7 0,49 91 18,6 26,3 28,5
BA do VEGFB pelo KDR 30,5 0,36 8,0 22,4 23,3 34,3
BA do PIGF pelo Flt-1 34,8 0,48 11,3 23,5 27,1 40,2
BA do PIGF pelo KDR 42,1 0,36 11,1 31,0 26,7 53,1

% BA tot. ¢ a porcentagem da area superficial total que esta na interface. P/A ¢ a razdo
Polar/Apolar. % Polar ¢ a porcentagem da area total que compreende residuos polares e
estd na parte encoberta. % Apolar ¢ a porcentagem da darea total que compreende
residuos apolares e estd na parte encoberta. A soma % Polar + % Apolar ¢é igual a % BA
tot. % BA Polar e % BA Apolar corresponde a porcentagem da area Polar e da éarea
Apolar, respectivamente, que se encontra encoberta.

7.5 — Conclusdes

O principal objetivo deste Capitulo foi investigar porque o VEGFA ativa os dois
receptores e porque o PIGF e o VEGFB s6 ativam o receptor Flt-1. Todos os resultados
apresentados estdo coerentes. Os complexos entre VEGFB/KDR e PIGF/KDR
apresentam a complementaridade de forma, porém as interagdes especificas entre
residuos polares ocorrem de forma proibitiva. As interagdes idnicas observadas nos
complexos VEGF/Flt-1, VEGF/KDR, VEGFB/FIt-1 e PIGF/FIt-1 ndo estdo presentes
nos complexos VEGFB/KDR e PIGF/KDR. Diferencas significativas de solvatacio sdo

encontradas nesses complexos, indicando que a penalidade de dessolvatacdo ¢ muito
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maior nos complexos VEGFB/KDR e PIGF/KDR. O ntimero de liga¢des de hidrogénio
de interface é menor nos dois complexos. As razdes polar/apolar nas superficies
moleculares também sdo discrepantes. Este Capitulo fornece bases moleculares que

explicam a ativacdo diferencial dos receptores de angiogénese.
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8 — Conclusoes Gerais

Um conceito relativamente moderno em quimica de proteinas ¢ que ndo apenas a
estrutura, mas também a dinamica sdo fundamentais na fung@o biologica (HUANG,
2005). Esse conceito reforga a utilizagdo de simulagdes de dindmica molecular para
obter informagdes que sdo de dificil acesso experimental. Para enzimas, ja ¢ bem
estabelecido que movimentos de diferentes freqiiéncias estdo associados com a catalise.
Em alguns casos, foi demonstrado que movimentos coletivos lentos e de alta amplitude
influenciam na velocidade de reagdes enzimaticas. E provavel que, assim como a
estrutura, esses movimentos tenham sido selecionados num processo evolutivo para o
aprimoramento da eficiéncia catalitica. No caso de proteinas sinalizadoras como VEGF,
os movimentos coletivos podem ter sido selecionados para aumentar a seletividade, a
afinidade e ou a cinética de ligagdo aos receptores.

Mostramos, nesta tese, que movimentos correlacionados ocorrem na dindmica do
VEGF, principalmente, entre residuos da regido de interagdo com o receptor. A
existéncia de tais correlagdes abre fronteiras para explicar fendmenos observaveis que
ndo podem ser explicados apenas por argumentos estruturais.

A seletividade diferencial por receptores ¢ algo mal compreendido na literatura
sob o aspecto molecular. Esta tese fornece bases moleculares que explicam a atividade
diferencial de fatores de crescimento por receptores.

De forma geral, a tese apresenta os primeiros estudos teoricos, do ponto de vista
de estrutura e dinadmica molecular de uma proteina sinalizadora muito importante, o

VEGF. Estes estudos servirdo como base para novos desenhos de drogas, racionaliza¢do
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de novos experimentos e para o melhor entendimento da biologia dos fatores de

crescimento.
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9 — Perspectivas

Resta ainda muito a ser compreendido no tocante ao reconhecimento molecular
dos fatores de crescimento pelos seus receptores. Os outros membros da familia dos
fatores de crescimento vascular endotelial também estdo envolvidos em diversos
processos bioldgicos e patoldgicos de importancia e, portanto, sdo importantes alvos
para estudos de interacdo, modelagem e estudos estruturais.

Com excecdo do dominio-2, os demais dominios imunoglobulinicos extracelulares
do receptor Flt-1 ndo possuem estrutura tridimensional determinada. A determinagdo da
estrutura desses dominios pode abrir novas portas para o desenho de farmacos.

Estudos mais amplos da inibicdo do dominio quinase, utilizando ferramentas
como docagem e dindmica molecular podem acelerar o desenvolvimento de farmacos.

Novas metodologias experimentais e a constru¢cdo de modelos apropriados podem
comprovar as hipdteses levantadas nessa tese sobre a importdncia dos movimentos

correlacionados e seus efeitos entropicos na termodindmica de ligagdo aos receptores.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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