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Resumo

Uma etapa primordial no desenvolvimento metastatico € a estimulacao
de forte atividade proteolitica na periferia do tumor. Tal evento além de permitir
a migragdo das células tumorais pela matriz extracelular favorece o
crescimento de novos vasos (angiogénese). Este processo angiogénico
permite que os tumores cresgcam a partir de determinado tamanho e atinjam a
corrente sanguinea. A enzima proteolitica catepsina B e a proteina
antiangiogénica endostatina sdo dois alvos farmacoldgicos promissores na
tentativa de combate a tumores. Estas duas proteinas tém suas atividades
moduladas pela interacdo com o glicosaminoglicano heparan sulfato,
encontrado em abundancia nas superficies celulares e na matriz extracelular.
Esta dissertagédo visa estudar a partir de técnicas de modelagem molecular o
comportamento destas proteinas ao interagir com heparina, usada como
modelo de heparan sulfato. A partir dos resultados obtidos foi possivel se
discutir aspectos ainda nao observados experimentalmente a respeito da
dindmica da catepsina B que podem ser determinantes no desenvolvimento de
novos inibidores, Ja para a endostatina, os resultados permitem a re-discussao
de dados experimentais e como resultado foi proposto um novo modelo de

interacao entre a proteina e o heparan sulfato.



Abstract

Proteolysis is a crucial event in metastatic development. Besides creating
a path for the migrating tumor cells, proteolysis is a important step in the
development of angiogenesis n the tumor periphery. This process allows tumors
to grow beyond a certain size and also the tumor cells reach the blood stream.
Cathepsin B, a lysosomal cysteino proteinase, and the antiangiogenic protein
endostatin have been shown through the last years as key participants in
metastasis, appearing as two promising pharmacological targets. These two
proteins interact with heparan sulfate glycosaminoglycans which modulate their
activities. This work intends to analyze the effects of the interaction between
these two proteins and heparin, used as heparan sulfate model. It was used
molecular modeling techniques which provided new information about the
proteins’ dynamics. Data obtained in this work will be useful in further
development of more efficient inhibitors for cathepsin B. The results also
revealed a new model of interaction between the endostatin and heparan

sulfate sequences.
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Introducao Geral

1 — O desenvolvimento tumoral e a angiogénese

A busca de terapias para combate ao cancer esbarra em diversas
dificuldades, sendo o desenvolvimento de metastases uma questao que até
hoje ndo é completamente compreendida. Metastases podem ser definidas
como o espalhamento e posterior estabelecimento de células malignas em
novas localizagdes, distantes do tumor. E dado conhecido que a maioria dos
pacientes acometidos por tumores solidos falece devido a formacgdo de
metastases em sitios distantes do tumor primario e ndo pela massa tumoral
primaria (Gocheva & Joyce, 2007). O entendimento do processo metastatico &,
portanto, uma tarefa desafiadora no que concerne aos tratamentos anti-

tumores nos dias atuais.

Como ja mencionado, a metastase € um processo complexo envolvendo
uma série de passos e mecanismos. Uma etapa crucial no desenvolvimento de
metastases é o aumento da invasividade das células tumorais. A ocorréncia
deste evento € possivel gracas a estimulagdo de atividade proteolitica na
proximidade do tumor, o que ocasiona mudancas na adesao celular, nas
interagcbes com o estroma e um rearranjo de componentes da matriz
extracelular. Este processo também €& importante para que se estabeleca um

processo angiogénico local (DeClerk et al, 2004; Gocheva & Joyce, 2007).

A angiogénese, formagdo de novos vasos a partir de brotamento de
vasos preexistentes € um processo fisiolégico que ocorre durante o
desenvolvimento embrionario, ciclo menstrual, regeneracdo de tecidos e
também se mostra importante no cancer. Com respeito aos processos
cancerigenos, a angiogénese é fundamental para que um tumor consiga se
nutrir e se difundir, pois a partir de um determinado tamanho da massa tumoral
a difusdo de nutrientes passa a ser insuficiente com a vascularizagao normal
(Folkman, 1989).

O processo angiogénico ocorre em estagios bem definidos, envolvendo
diversos tipos celulares e moleculares. Primariamente ha a ocorréncia de um

aumento da vasopermeabilidade. A seguir, ha a estimulagdo a producéo de



enzimas proteoliticas que degradam a matriz extracelular. Dessa forma, ha a
abertura de espagos nos tecidos adjacentes para que as células possam
progredir. Seguindo o processo, ha a ocorréncia da diferenciagdo das células e

posterior estabilizacdo e maturagao dos novos vasos.
2 — Relagao entre a angiogénese e os glicosaminoglicanos

E conhecido que a angiogénese é controlada pelo equilibrio entre fatores
capazes de estimular e outros capazes de inibir o crescimento de vasos
(Hanahan & Folkman, 1996). Os tumores conseguem interferir no controle do
processo secretando fatores estimulatérios e induzindo as células proximas a
também fazerem o mesmo (Kandel et al, 1991). Uma das formas de promover
tal inducao é a partir da estimulagéo da protedlise, responsavel pela clivagem e
ativacao de certos fatores. Entre estes fatores, destacam-se o bFGF (fator de
crescimento de fibroblastos basico) e o VEGF6s5, (fator de crescimento de
endotélio vascular) que ja foram mostrados em modelos in vitro e in vivo como

agentes promotores de angiogénese.

Diversos estudos apontam que a interacdo dos fatores angiogénicos
com glicosaminoglicanos (GAGs), uma classe especial de polissacarideos
sulfatados, é de fundamental importancia para os mesmos promoverem seus
efeitos (Lindahl, 2007). Um claro exemplo é o papel de co-receptor exercido
pelo heparan sulfato, um GAG encontrado na superficie celular, necessario

para que ocorra a interagéo entre o FGF e seu receptor (Pellegrini et al, 2000).

Ademais, os GAGs interagem com uma vasta gama de moléculas que
incluem as enzimas proteoliticas da matriz extracelular e outros fatores
chamados inibidores de angiogénese (Conrad, 1998; Capila & Linhardt, 2002).
Dessa forma, configura-se uma complexa rede de interagbes moleculares,
onde os polissacarideos desempenham fungdes regulatérias que vao além do

papel estrutural inicialmente proposto aos mesmos.
3 — Antiangiogénese

O controle da angiogénese — a antiangiogénese — surgiu como uma
alternativa aos tratamentos convencionais ao cancer, os quais até hoje nao

apresentaram a eficacia desejada. Além da cirurgia, a quimioterapia e a



radioterapia sao os procedimentos mais empregados no combate a doenga. Os
altos indices de resisténcia observados a estes tratamentos, e as altas taxas de
efeitos colaterais foram os fatores que impulsionaram o surgimento da

antiangiogénese.

Entre as estratégias mais utilizadas encontram-se a busca de inibidores
que impecam a formacao de novos vasos, além da tentativa de controle do
processo a partir da inibicdo de enzimas proteoliticas, necessarias para a
iniciacdo da angiogénese. Contudo, até os dias atuais os promissores
resultados obtidos em modelos murinos (O’Reily et al, 1997; Bohem et al,
1997) nao foram obtidos nos testes com humanos (Herbst et al, 2000; Eder et
al, 2002; Kullke et al, 2006).

Esta dissertacao € dividida em capitulos que abordam como tema o
estudo estrutural de proteinas que participam do processo de desenvolvimento
tumoral e metastatico: a endostatina e a catepsina B. Na época de sua
descoberta em 1997, a proteina antiangiogénica endostatina foi apresentada
como a provavel cura do cancer devido aos resultados obtidos em roedores. Ja
a catepsina B é uma enzima proteolitica lisossomal a respeito da qual vem
sendo proposto um papel importante tanto na angiogénese quanto em outras

etapas da tumorigénese.

Estas duas proteinas compartiham a caracteristica de apresentarem
suas atividades moduladas pela interagao com glicosaminoglicanos de heparan
sulfato (Sasaki et al, 1999; Almeida et al, 2001; Kreuger et al, 2002; Caglic et
al, 2007). Logo, nesta dissertagdo serdo apresentados dois trabalhos onde se
analisou os efeitos da interacdo entre as proteinas e o glicosaminoglicano
heparina — usado como modelo de heparan sulfato. Para melhor organizagao,
uma introdugao detalhada de cada um dos dois sistemas é dada em cada um

dos respectivos capitulos.

Metodologicamente, foi desenvolvida e aplicada uma técnica de
obtencdo de paradmetros para carboidratos, devido a falta dos mesmos na
literatura e em banco de dados de programas de simulagdo molecular. Esta

etapa gerou um trabalho paralelo a ser submetido.



Objetivo

A complexidade do cancer e principalmente dos processos metastaticos
€ bem conhecida, sendo a dificuldade em se desenvolver um tratamento eficaz
atribuida aos diversos mecanismos regultadrios envolvidos na doenga. A
literatura atual aponta que os glicosaminoglicanos do tipo heparan sulfato
desempenam papel importante na regulacdo do desenvolvimento tumoral e
metastatico, posto que os mesmos interagem com enzimas e fatores de

crescimento envolvidos no processo.

Esta dissertacdo possui como tema central o estudo de duas proteinas
envolvidas na regulagcdo da doenga, a catepsina B e a endostatina, e sua
interagdo com glicosaminoglicanos, empregando a heparina como modelo
dessa interacdo, ja que nao ha estrutura tridimensional resolvida da molécula
de heparan sulfato. Devido a alta relagdo estrutural entre estes GAGs, a
heparina é frequentemente utilizada experimentalmente como modelo de

heparan sulfato.

A catepsina B, uma cisteino protease lisossomal proposta como
fundamental no desenvolvimento tumoral, participa da protedlise de
componentes da matriz extracelular e de proteinas de adesao celular
contribuindo para mudangas nas interagdes entre célula-célula e célula — matriz
extracelular, que levam a alteragdo de diversos processos celulares como

proliferacéo, diferenciacdo, motilidade e sobrevivéncia.

A terapia antiangiogénica com endostatina, um agente antiangiogénico
enddgeno, apresentou resultados promissores em camundongos 0s quais nao
se reproduziram nos testes clinicos em humanos. Este fracasso pode ser
atribuido a falta de conhecimento do mecanismo de acdo da proteina e
também dos mecanismos de interacdo da mesma com seus ligantes

fisiolégicos, entre os quais se incluem os GAGs do tipo heparan sulfato.

Os objetivos especificos desta dissertacdo sdo a descoberta de novas
informacdes a respeito dos sitios de interacdo entre essas proteinas e 0 GAG
além da analise dinédmica da interagdo entre as moléculas. Tais dados servirao

como complemento a informagdes estruturais e bioquimicas, possibilitando



novas interpretagdes dos mecanismos moleculares envolvidos e também o

melhor entendimento de hipoteses ja sugeridas na literatura.



Métodos

1 — Campo de Forgas

A representacao de um sistema molecular complexo para simulagdes
computacionais deve envolver um equilibrio entre acuracia e rapidez de
calculo. Dessa forma, utilizam-se fungdes que simplificam a representacao do
sistema, permitindo que se efetuem tempos de simulagdo suficientemente
longos para andlises estruturais e dindmicas com o maximo de amostragem

temporal.

Para se representar um sistema constituido de milhares de atomos,
emprega-se fungdes potenciais empiricas calibradas por dados experimentais e
calculos quanticos sobre pequenas moléculas, devido a impossibilidade
computacional da representacdo quantica de todo o sistema. Estas fungdes
potenciais constituem-se em termos fisicos simples que descrevem a interacao
entre dois, trés e quatro atomos, somando-se esses termos para todo o
sistema molecular, que inclui macromoléculas, agua e ions. A sobreposi¢cao

destes termos constitui o Campo de Forgas.

A funcéo energia potencial total para um sistema molecular é, portanto, a
soma de termos que representam as interacées entre atomos ligados e néo
ligados. Um sistema molecular constituido de N atomos com vetores posi¢ao r;

(i= 1,2, ...,Natomos ) pode assumir a forma:

VD)=V te) = VoK b, 0, Y 4D VK06, +

N 2 Ny Y (CG) CGJj) 94
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Eq.1: Fungao Energia potencial total

Na equacgao acima, os trés primeiros termos a direita da igualdade sao
potenciais harmoénicos. As ligagdes e angulos, incluindo o chamado de diedral
improprio no terceiro termo, oscilam préximos ao seu valor de equilibrio, sendo
descritos pelo potencial de Hooke. O quarto termo, chamado diedral préprio,

representa as torgdes em ligagbes com liberdade de rotagcédo, sendo descrito



pela lei dos cossenos. O ultimo termo representa os potenciais de Lennard-
Jones e de Coulomb para os atomos né&o ligados, sendo que a primeira parte
(C12/r'?) descreve a impenetrabilidade das nuvens eletronicas, a segunda
(Ce/r°) as interacdes de curto alcance do tipo dipolo induzido - dipolo induzido
ou dispersao, enquanto a ultima parte representa as interagdes entre as cargas
atbmicas parciais do sistema (uma descricdo mais detalhada desses
potenciais, bem como da técnica Dinamica Molecular, pode ser encontrada em
Pascutti, 2002). Os parametros Ky, bo, Ko, 8o, K, &o, N, 0, as constantes Ciyj €
Ce(,j) € as cargas atdbmicas parciais q; e q; para proteinas, acidos nucléicos e
alguns acucares sao descritas na literatura (Brooks et al, 1983, Weiner et al,
1984 e 1986 e Clark et al, 1989).

O campo de forgas utilizado para os calculos de Dinamica Molecular foi
o GROMOS 96 (Van Gusteren e Berendsen, 1997), o qual é largamente
aplicado para simulacbes com proteinas e esta inserido no programa
GROMACS (van der Spoel et al, 2004).

2 — Otimizagao de Geometrias Moleculares

A Otimizacdo de Geometria ou Minimizagao de Energia é uma etapa
preliminar ao emprego da Dinamica Molecular de suma importancia, ja que €
fundamental que se eliminem eventuais deformacdes presentes no sistema.
Durante a dindmica sao constantes as conversdes de energia entre potencial e
cinética, portanto um sistema com muitas tensbes locais (sobreposicdo de
esferas de Van der Waals, como exemplo) apresentara energia cinética muito
alta no inicio da simulagdo. Logo, temperaturas altas e irreais s&o registradas
nos primeiros passos, levando a movimentos moleculares que na realidade s&o
artefatos de simulagdo, podendo conduzir a mudancas conformacionais
indesejaveis. A otimizacdo das distancias atdbmicas e dos angulos entre
ligagbes quimicas minimiza tensbes locais e evita regibes de altas

temperaturas.

Utilizaram-se métodos gradientes para minimizagdo de energia antes de
realizar as dindmicas. Estes métodos sao poderosos para que se atinjam
minimos locais de energia, mas nao tao eficientes quando se visa alcangar os

minimos globais partindo de conformacgbes de alta energia. Contudo, neste
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trabalho partiu-se de estruturas determinadas experimentalmente, que ja estao

proximas ao minimo global de energia.
3 — Dinamica Molecular

Nas simulagdes de Dindmica Molecular (DM) sao resolvidas as
equacodes classicas de movimento para se estudar o comportamento de um

sistema molecular durante um intervalo de tempo.

Na Dinamica Molecular calcula-se a for¢a F; que atua sobre cada atomo i
(i= 1,2,3.....até N, o numero de atomos do sistema), a partir da derivada da
funcao energia potencial total V({ri}), representada na equagéo-1, em relacéo a

sua posicao r;,
Fi= -oV({r})lor
Eq. 2: Calculo das for¢as para cada atomo ;

A aceleracao de cada atomo é obtida dividindo-se a forga F; pela massa

atébmica m,.
a = F,-/m,-
Eq. 3: Calculo da aceleragao para cada atomo ;a partir das forgas.

Para determinar as posigcbes em incrementos de tempo &t, ou seja, a
trajetéria das particulas no tempo substitui-se a aceleragdo no algoritmo de

Verlet (1967) ou um similar:
rt+st) = 2r(t) - r{t-8t) + ajt)st?
Eq. 4: Calculo das posi¢des para cada atomo ; a partir das aceleragdes

Para se determinar as velocidades, necessarias para o calculo da
energia cinética, utiliza-se o algoritmo de Verlet para propagacdo das

velocidades.
vi(t) = [r{t+8t) - rt-ot)])/25t

Eq. 5: Calculo das forgas para cada atomo ; a partir das velocidades



A energia cinética somada a potencial determina a energia total do
sistema, a temperatura € definida em termos da energia cinética média.
Geralmente utiliza-se nas simulagdes um algoritmo derivado do algoritmo de

Verlet, chamado de “leapfrog” ou “summed Verlet onde:
vi(t + 8t/2) = wvi(t-5t/2) + ait)dt
rit + 6t) = ri(t) + vi(t+5t/2) dt
Eq. 6: Calculo das velocidades e posi¢des

No calculo das trajetorias pela Dinamica Molecular, neste procedimento,
toma-se a funcao de energia potencial total do sistema (equagao-1) e deriva-se
esta fungdo para se obter a for¢ga sobre cada atomo. A seguir, utilizam-se as
equagdes da mecanica classica (F; = mja;) para se obter as aceleracdes, as
aceleragcdes sao inseridas na primeira equagao acima para predicdo das
velocidades, as quais por sua vez sdo inseridas na equagado seguinte para
predicdo das posicdes e em seguida ha a repeticido de todo o processo
(Pascultti, 2002).

4 — Ancoramento (Docking) Molecular

A busca pelo melhor entendimento de interagdes moleculares,
utilizando-se a técnica computacional de ancoramento molecular, aparece
como uma area de destaque na biologia estrutural. A técnica vem sendo
largamente usada desde os anos 80, principalmente em projetos visando o

desenho de farmacos.

Houve consideravel evolucdo da técnica ao longo dos anos
principalmente na representacdo da flexibilidade do sistema. Nos primeiros
experimentos de ancoramento molecular utilizavam-se modelos rigidos, que
nao ofereciam grande acuracia para se compreender as interagdes
moleculares. Hoje, prevalecem modelos que conferem flexibilidade apenas ao
ligante e ja ha métodos onde é também oferecida flexibilidade a certas regides

do receptor.

Para avaliar as interagdes, utilizam-se algoritmos de busca que visam

encontrar solugbes de menor energia no menor intervalo de tempo possivel.
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Atualmente, entre os algoritmos disponiveis mais utilizados estdo o simulated
annealing, os algoritmos genéticos e a construgdo em incrementos (incremental
construction). A escolha do algoritmo a se utilizar deve ser cuidadosa, se
possivel baseada em dados na literatura e também no conhecimento profundo

do sistema a ser estudado.

Além de obter as solugdes, os programas necessitam de um critério para
classifica-las, e nesse caso o que se utiliza é a energia obtida para cada
conformacgao. Para quantificar esta energia classificam-se as estruturas com as

chamadas “fungdes de custo” (ou fungdes de score).

No programa Autodock 3.0 (Morris et al, 1998), utilizado nos calculos
para esta dissertagdo, a fungdo de custo é baseada em alguns termos para
descrever as interagdes entre as moléculas a serem encaixadas. Entre estes
termos estdo presentes potenciais como o de Coulomb (interagao
eletrostatica), potencial torsional e potencial de Lennard-Jones
(impenetrabilidade de nuvens eletrénicas e dispersdo) descritos no item
anterior. Além destes ha também um potencial para representar as

contribuigdes energéticas das ligagdes hidrogénio e dos efeitos de solvatagao.
5 — Calculo de pK, em proteinas

O valor de pK, de um residuo titulavel pode ser definido como o valor de
pH em que o0 mesmo esta 50 % protonado. A importancia deste tipo de calculo
reside no conhecimento de que os valores de pK, de certos residuos podem se
alterar consideravelmente em proteinas devido aos efeitos de vizinhanga. Tais
efeitos sdo decorrentes de interagbes com o microambiente proximo ao
residuo, as quais interferem na ionizagdo dos grupos carregados. Além disso, &
dado conhecido que grupos ionizaveis com valores pk, ndo frequentemente
observaveis muitas vezes se localizam em sitios ativos de proteinas (Li et al,
2005). Logo esta analise pode em certos casos facilitar a identificacdo de
regides funcionais em enzimas e também auxiliar na compreensdo de

mecanismos moleculares dependente do pH.

Para a realizacido do calculo dos estados de protonacéo da catepsina B,
em diferentes pHs, utilizou-se o servidor PROPKA (Li et al, 2005) que utiliza



parametros empiricos para calcular o pK, de residuos em diferentes micro-
ambientes. Os paréametros levados em conta na analise sao: ligagoes
fhidrogénio, interagbes por carga e efeitos de desolvatagdo de residuos
titulaveis. A equacao sete mostra o principio basico de obtencao do pK, pelo
servidor PROPKA.

pKa = meodeI + ApKa
sendo: ApK, = ApKges + ApKug + ApKeiec

Eq.7: Calculo de pK, em proteinas. Na equagao pKioe € 0 pK, dos residuos em
solugdo. ApK, corresponde a soma dos componentes referentes aos efeitos de solvatagao

(ApKgss), ligagdes hidrogénio (ApKyg) € efeitos eletrostaticos (ApKeiec).

Ressalta-se que o servidor PROPKA foi recentemente comparado a
outros métodos de predicdo de pK, de residuos em proteinas. Na ocasido os
autores apontaram que os resultados obtidos com o programa foram
satisfatérios, e foi destacada também a velocidade do calculo devido ao baixo

custo computacional para a execu¢gao do mesmo (Davies et al, 2006).
6 — Analise de superficie eletrostatica

A superficie molecular acessivel ao solvente é gerada ao se girar uma
esfera de prova com o raio aproximado ao raio de uma molécula de agua (1,4
A) sobre as esferas de van der Waals de cada atomo da proteina. O programa
APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) (Baker et al, 2001) calcula o
potencial eletrostatico resolvendo a equagao de Poisson-Boltzmann para uma

distribuicao precisa de cargas na superficie.

A superficie eletrostatica de uma proteina ao mesmo tempo em que
analisa a area acessivel, descreve a distribuigdo do potencial eletrostatico na
superficie da mesma. Esta analise € utilizada para se compreender melhor a
interacao entre moléculas, por comparar a superficie acessivel de um sitio de
ligagdo em wuma proteina a superficie de ligantes, verificando a
complementariedade eletrostatica entre ambas as superficiais. As imagens
dessas superficies sao visualizadas com o programa Pymol, atribuindo-se

tonalidades de azul ao vermelho, para descrever o potencial eletrostatico



positivo e negativo, passando pelo branco, que indica as regides hidrofébicas
(figura 1)(Delano, 1998).

Figura 1: Exemplo de superficie eletrostatica gerada com o programa APBS (Baker et al, 2001)

e visualizada com o programa Pymol (Delano, 1998).
7 — Ligagdes hidrogénio

A ligagcao hidrogénio é cerca de 10% covalente e 90% eletrostatica e
desempenha um papel importante na estabilizacdo de estruturas de
macromoléculas bioldégicas como proteinas, acidos nucléicos e agucares. Em
proteinas especificamente este tipo de interacao é fundamental na manutencao
das estruturas em conformacdes de menor energia como alfa-hélices e folhas

beta.

A analise e quantificagcdo de ligacbes hidrogénio fornecem dados
importantes sobre a especificidade da interagao entre moléculas vizinhas. Este
tipo de ligagdo ocorre quando ha aproximagao entre dois atomos
eletronegativos, sendo um ligado covalentemente a um hidrogénio, chamado

“‘doador” e outro n&o ligado a este mesmo hidrogénio, denominado “aceitador”.
8 — Analise do desvio médio - RMSD

O desvio padrao ou Raiz do Desvio Quadratico Médio - RMSD (root
mean square deviation) é uma ferramenta para se estudar o desvio global de
uma determinada estrutura no tempo, em relacdo a uma estrutura de

referéncia.



1 & 5
RMSD = _Z (xi_xref)

nio

Eq.8: Calculo do desvio médio (RMSD) para uma coordenada x qualquer.

Na equacao acima: n € o numero total de amostras, X; € a coordenada
tridimensional de cada atomo da amostra i e X" é a coordenada de referéncia.
O resultado destes calculos mostra o quanto as estruturas variaram durante a

simulacao.
9 — Analise de dinamica essencial

Na analise de qualquer evento € necessario que se leve em
consideragcao o tempo de ocorréncia do mesmo. O passo da dindmica
molecular se da em fento-segundos, visando a reprodugao das vibragdes das
ligagbes quimicas. Logo, para que se atinjam longos tempos de simulagéo
(centenas de nano-segundos a micro segundos) necessita-se de um grande
poderio computacional. A indisponibilidade de tal capacidade levou ao
desenvolvimento de ferramentas de analise visando a predi¢ao de eventos que
ocorrem em escalas de tempo muito maiores do que os tempos convencionais

de simulagéo.

E de fundamental importancia também a relacdo entre amplitude do
movimento (evento) observado e sua frequéncia. Movimentos de baixa
amplitude como, por exemplo, a movimentagao de cadeias laterais, ocorre com
maior freqiéncia que movimentos de grande amplitude exemplificados por
grandes mudangas conformacionais ou os que envolvem estruturas complexas

como dominios inteiros das proteinas.

A dinamica essencial € uma técnica que se usa da Analise de
Componentes Principais (PCA — Principal Component Analysis), uma
ferramenta estatistica usada em diversos campos de estudo. No ambito da
modelagem molecular, usa-se o PCA para avaliar os movimentos de mais
baixa freqUéncia geralmente imperceptiveis a partir da simples anadlise das
trajetérias das dinamicas. Como estes movimentos de grande amplitude

geralmente estdo relacionados a alguma funcdo bioldgica convencionou-se
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chama-los de essenciais (Amadei et al, 1993). A aplicacao desta ferramenta é
relatada em diversos trabalhos (Van Aalten et al, 1995; Van Aalten et al, 1997;
Amadei et al, 1999).

A seguir sera descrito como o método pode ser aplicado em uma série

de dados qualquer:

Inicialmente tem-se uma série de dados em duas dimensdes (x,y) que

deve ser ajustada a partir da subtracdo de cada valor pela média (figura 2).

x |y X y
25 | 24 69 | 49
05|07 | -1.31 | -1.21
22 |29 Aluste dos 39 | 99
19 | 22 09 | 29
3.1 3.0 — > 129 | 1.09
23 |27 49 | 79
2 |16 19 | -31
1| L1 -81 | -.81
15| 1.6 -31 | -31
1.1]09 -71 | -1.01
! ' " PCAdatadat  +

Figura 2: Série de dados em duas dimensdes (x,y).

Em seguida é calculada a matriz de covariancia que tem a seguinte
forma:



cov(x,x) cov(x,y)
cov(y,x) cov(y,y)
Sendo a covariancia entre duas dimensdes representada pela férmula:
Do (=N =)
(n-1)

Eq.9: Célculo da covariancia entre x e y.

cov(x,y) =

Pode-se notar que na diagonal principal da matriz de covariancia tem-se
a covariancia de cada série com respeito a si mesma (variancia). Os outros
pontos configuram uma matriz simétrica. Além disso, estas matrizes
apresentam propriedades especiais entre as quais a existéncia de autovetores
e autovalores associados. Para a série de dados tomada como exemplo tem-se

a seguinte matriz de covariancia:

[ 616555556 615444444
COU= 1\ 615444444 716555556

A partir do uso de ferramentas de algebra linear que ndo serdo descritas
nesta dissertacdo se podem obter os autovetores e autovalores associados a
esta matriz de covariancia.

e e L04905833989
etqgenvalues — 198402771

o —T3LTS66 — 67773309
rgen T 6TTs 735178656

A projecao destes autovetores no plano cartesiano revela claramente

uma propriedade dos mesmos: a ortogonalidade.
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Figura 3: Série de dados ajustada e com os dois autovetores representados por linhas
pontilhadas

E de facil observacdo que o primeiro autovetor (o de maior autovalor)
corresponde a diregdo no espago cartesiano correspondente a maior
covariancia entre x e y. J4 o segundo autovetor corresponde a 22 diregao de
maior covariancia da série de dados. O processo de reducao dimensional se da
pela projecao da série de dados em apenas 1 dos vetores, obtendo-se assim a
direcdo de maior covariancia referente a tal série de dados. Para uma série
bidimensional conforme mostrado no exemplo, a analise ndo é de grande
utilidade, ja que o espalhamento dos dados no espago cartesiano era
facilmente observavel. Entretanto, para uma série complexa constituida de
varias dimensdes, o PCA mostra-se uma ferramenta extremamente util na

analise de padrdes néao facilmente observaveis.
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Figura 4: Série original de dados projetada no primeiro autovetor.

O principio basico da aplicagdo do PCA como ferramenta de analise da
dinamica molecular é a filtragem estatistica dos componentes principais a partir
das covariancias das posicdes atdmicas, sendo as flutuagdes oriundas de uma
simulacdo de DM. Em seguida, decompdem-se estas flutuagdes em
componentes de movimento que correspondem a movimentos de variadas
amplitudes. Apos a separagdo dos movimentos, 0s mesmos sao ordenados de
acordo com as suas contribuicbes para a flutuacdo do sistema. Para tal
classificagao utilizam-se ferramentas de algebra linear, revelando componentes
de movimentos com dire¢des precisas para cada atomo considerado na analise

(geralmente carbonos alfa ou esqueleto protéico).

Para a analise sdo escolhidos apenas os componentes de maior
amplitude, os quais representam a maior percentagem do movimento total da
estrutura analisada. Os componente escolhidos constituem o que foi chamado
de sub-espaco essencial e a analise destes componentes revela-se a

movimentagcao de grande amplitude da proteina de interesse.
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Capitulo 1: Estudo teérico do mecanismo de
estabilizacao da catepsina B mediada por heparina em

diferentes pH
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1- Enzimas proteoliticas

As enzimas proteoliticas ou proteases tém como funcido catalisar a
hidrolise das ligagdes peptidicas de peptideos e proteinas (Whitaker, 1993).
Estas enzimas sdo envolvidas em diversos processos fisiologicos como
digestdo celular, agregacédo plaquetaria, processamento de proteinas e séo
envolvidas em diversas vias de sinalizagcdo. Deve-se ressaltar também a
participacdo destas enzimas em diversos processos fisiopatoldégicos como
processamento de proteinas virais, invasido de parasitas, doenca de Alzheimer,

distrofia muscular e outros.

Além disso, estas enzimas tém comprovada importéncia biotecnoldgica,
sendo amplamente utilizadas pela industria farmacéutica, de alimentos e de
detergentes. A vantagem da aplicacdao de proteases é pelo fato de nao
poluirem o ambiente em contrapartida dos produtos anteriormente

empregados.

Um dado ja bem estabelecido na comunidade cientifica é a participagao
destas enzimas em processos tumorais. Contudo, o entendimento dos
processos desempenhados pelas proteases ainda nao é suficiente para que se
desenvolvam farmacos eficazes no controle da doenca. Logo, € justificavel o
desenvolvimento de pesquisas voltadas para a compreensdo destas enzimas

afim de que se desenvolvam novas estratégias no controle do cancer.
2 — Protedlise e desenvolvimento tumoral e metastatico

Como ja mencionado, as células tumorais estimulam intensa proteodlise
de componentes da matriz e de proteinas de adesao celular. Como resultados
da acao proteolitica observam-se mudancas nas interagdes entre célula-célula
e célula — matriz extracelular, que levam a alteragcdo diversos processos
fisiologicos que ocorrem a nivel celular como proliferagdo, diferenciagao,

motilidade e sobrevivéncia (DeClerk et al, 2004).

Os primeiros experimentos relacionando a  protedlise ao
desenvolvimento tumoral e metastatico focavam-se nas etapas tardias do
processo: invasao celular e estabelecimento das metastases. Entretanto, ja se

sabe do envolvimento direto das enzimas proteoliticas nas fases iniciais de
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crescimento do tumor tanto no sitio primario quanto nas metastases (Koblinski
et al, 2001).

Um exemplo claro da influéncia da protedlise no comportamento celular
€ a mudanga nos padroes de adesédo celular. Experimentos ja demonstraram
que a degradacao de proteinas de adesdo como a E-caderina, por exemplo,
constitui um evento necessario para que as células tumorais adquiram o

fendtipo migratério (DeClerk et al, 2004; Gocheva & Joyce, 2007).

A partir do conhecimento da importancia dos eventos proteoliticos no
desenvolvimento de metastases, a busca do entendimento da acdo das
proteases envolvidas neste processos se tornou um dos principais focos de
pesquisa no combate a tumores. A tentativa do desenvolvimento de inibidores
para estas enzimas, alguns inclusive em uso com certa eficacia, € uma ardua
tarefa que ainda nado atingiu o efeito definitivo, o qual seria o controle das

metastases e do crescimento tumoral.

Entre as proteases responsaveis pela degradagdo e remodelagdo da
matriz extracelular podem-se destacar as metaloproteinases (MMPs), as serino
proteases e as cisteino proteases (Egeblad & Werb, 2002; Laufs et al, 2006) .
Todas estas enzimas apresentam papel fisiolégico importante na constante
remodelagdo da matriz extracelular, sendo seu nivel de expressao alterado em

processos tumorais.

A maior concentragdo dessas enzimas na regido tumoral relaciona-se
diretamente com mudancas nas interagdes dos tumores com o ambiente que o
cerca, tanto aumentando a expressao de proteases quanto induzindo as
células vizinhas a fazerem o mesmo. Entre as células na vizinhanga dos
tumores e que sofrem inducdo no aumento de enzimas proteoliticas estdo
fibroblastos, células endoteliais, células inflamatdrias como macréfagos e
neutréfilos além de células da matriz 6ssea como osteoblastos e osteoclastos
(Mohamed & Sloane, 2006).

Inicialmente pensava-se que os tumores induziam a expressao destas
enzimas apenas para a penetragao das células tumorais no tecido conjuntivo e

nos vasos sanguineos. Nos dias atuais, sabe-se que as proteases degradam
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nao apenas proteinas estruturais como colagenos, por exemplo, mas sim
diversos alvos como fatores de crescimento, citocinas e outras moléculas
presentes na matriz, as quais facilitam o crescimento e invasdo dos tumores
(Egeblad & Werb, 2002; Gocheva & Joyce, 2007; DeClerk et al, 2004;
Mohamed & Sloane, 2006).

O estudo das enzimas proteoliticas, especialmente as MMPs, aparece
nos dias atuais como uma promissora estratégia no tratamento e prevencao de
tumores. Entretanto, ha menos conhecimento sobre mecanismos de acao de
outra classe de proteases de grande importancia nos processos tumorais — as
cisteino proteases. Recentemente a importancia desta classe de enzimas vem

sendo reconhecida em diversos estagios da tumorigénese.
3 — Importancia das cisteino catepsinas em processos tumorais

As cisteino proteases tém a caracteristica de possuir um residuo de
cisteina que age como um nucledfilo em processos cataliticos. Esta classe
protéica compreende varias familias de proteases, sendo a superfamilia da
papaina uma das mais estudadas. Esta familia compreende além da papaina
outras enzimas encontradas em plantas como a quimiopapaina e a actinidina,

além da cruzipaina e as catepsinas lisossomais.

Atualmente, estdo descritos 11 membros da familia das cisteino
catepsinas, (catB, C, F, H, L, O, S, V, W, X/Z) que conservam a caracteristica
de possuirem o sitio ativo formado por residuos de cisteina e histidina (Turk &
Guncar, 2003). As sequéncias de aminoacidos de todos os membros séo
conhecidas, porém apenas as catepsinas B, L, S, K, H, C, X (Musil et al, 1991;
Guncar et al, 1999; McGrath et al, 1998; McGrath et al, 1997; Guncar et al,
1998; Turk et al, 2001a; Guncar et al, 2000) tem suas estruturas cristalograficas
resolvidas. As informacdes obtidas a partir destes dados estruturais revelaram
que tais enzimas compartiham o mesmo tipo de enovelamento, similar ao

encontrado na papaina (Turk et al, 2002).

Algumas destas enzimas possuem atividade endopeptidase, outras sao
exopeptidases e outras apresentam as duas atividades (Turk et al, 2002). Uma

caracteristica comum as catepsinas € o fato das mesmas serem sintetizadas
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como pro-enzimas (zimogénios) e posteriormente processadas as suas formas

maduras.

As cisteino catepsinas apresentam diversos papéis fisiolégicos:
degradacgao protéica nos lisossomos; reabsor¢do 0ssea e processamento de
antigenos (Chapman et al, 1997). Entretanto, estas enzimas também
participam de processos patologicos como: desenvolvimento metastatico,
distrofia muscular (Mort et al, 1984), infecgdo parasitaria (McKerrow, 1999),
disturbios cardiovasculares (Lutgens et al, 2007) e mal de Alzheimer (Cataldo &
Nixon, 1990).

Com relagédo ao desenvolvimento tumoral, ha estudos que relacionam o
aumento da expressdo e, por conseguinte da atividade destas enzimas em
diversos tipos de canceres (Berdowska, 2004; Jedeszko & Sloane, 2004;
Goldmann et al, 1999). E bem conhecido que em tumores de origem epitelial e
mesenquimal, nos quais se enquadram cancer de seio, cérebro, pulmao,
melanomas e outros tipos ha aumento da atividade proteolitica das cisteino
catepsinas (Berdowska, 2004; Jedeszko & Sloane, 2004). Outro dado
importante é a localizagdo diferenciada destas enzimas em situagdes
patolégicas, onde as mesmas vao para a superficie celular para promoverem

seus efeitos proteoliticos no meio extracelular (Mohamed & Sloane, 2006).

Na tabelal € demonstrado o resultado de um estudo onde se utilizou
camundongos knock-out para as cat B, C, L e S, ou seja, estes animais nao
eram capazes de expressar estas enzimas. Estes camundongos foram

cruzados com portadores do tumor pancreatico RT2 (Gocheva & Joyce, 2007).
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Efeitos da delecao de catepsinas na tumorigénese RT2 (pancreas)

catB - catC - catL’ catS-
Angiogénese -24 % Sem mudangas Sem mudancgas - 24%
Volume tumoral -72% Sem mudangas - 88% -47%
Apoptose +229% Sem mudancgas +337% +164%
Proliferacao
celular - 44% Sem mudangas -58% Sem mudancas
Invasividade Redugao Sem mudangas Redugdo Redugdo
significativa significativa significativa

Tabela 1: Sumario do experimento com camundongos knock out para algumas catepsinas

demonstrando a importancia destas enzimas em diversos aspectos da tumorigénese (Gocheva

& Joyce, 2007).

Como mostrado, ocorre uma reducdo dramatica de diversos processos

envolvidos na tumorigénese quando ha a auséncia das cisteino catepsinas.

Destacou-se na ocasiao o fato da catepsina B desenpenhar um papel central

nestes processos, ja que os tumores induzem a super-expressao da enzima

em diversos tipos celulares em contato com a matriz: fibroblastos, neutrdfilos,

osteoclastos, macréfagos, células endoteliais além proprias células tumorais
(figura 5) (Mohamed & Sloane, 2006).

Cat.B
Cat.C
Cat. K
Cat. L
Cat.B S )
Cat.C o S o Ao
Cat.K 2l o S o
Cat.L 95’9} T
Cat. S S Fibroblastos
Cat.V \\_O;P
Cat. X - — .
Macréfagos Células tumorais
associados ao tumor
Cat.B
Cat. L _ =
Ca s | EI=ISISTS) ———
. at. B, Cat. F, Cat.
Cdefijlarsl Cat.K,Cat.L,Cat.5
EROL D Cat.V, Cat. X
Cat.C
Cat.W
s O
| ——
Linfocitos T —— e =
Células mioepiteliais gz:;
Cat.L

Lo

Cat.B
Cat.K

=8 ) Osteoclastos
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P Vay \\.,\A |

Neutrofilos

Mastdcitos

Figura 5 Tipos celulares que super-expressam cisteino catepsinas no cancer. Adaptado de
Mohamed & Sloane, 2006.

26



4 — Caracteristicas da catepsina B

A catepsina B, a mais estudada das cisteino catepsinas, pode ser
encontrada tanto nos lisossomos quanto associada a membrana celular ou
ainda secretada na matriz extracelular (Mohamed & Sloane, 2006). Devido a
habilidade desta enzima em localizar-se em diferentes compartimentos, é de se
esperar que as fungdes proteoliticas e seus substratos sejam dependentes da
localizac&o. Entre os substratos desta protease encontram-se proteinas da
matriz como laminina (Buck et al, 1992), colageno tipo IV (Buck et al, 1992),
tenascina C (Mai et al, 2002), proteinas de adesdo como E-caderina (Gocheva
et al, 2006), e pro-enzimas como o pro-ativador de plasminogénio urocinase
(pro-uPA) (Kobayashi et al, 1993). Destaca-se também a associagdo da
catepsina B em microdominios de membrana como lipid rafts e regides de
caveola (Cavallo-Medved & Sloane, 2003). Neste ultimo exemplo, foi
observada associagao da catepsina B com o heterotetramero de anexina Il em

células carcinogénicas humanas (Mai et al, 2000).

A catepsina B apresenta dois tipos de atividade proteolitica: exo-
proteolitica (carboxipeptidase) e endo-proteolitica. Na primeira, a clivagem se
da na regido carboxi-terminal de peptideos, enquanto na segunda clivam-se
regides centrais dos substratos. Entre os inibidores endégenos da enzima
encontram-se as proteinas da familia das cistatinas. Estes inibidores se ligam

reversivelmente a cisteino proteases.

Outra caracteristica marcante da catepsina B é a forte relagao entre sua
atividade e o pH do meio. Sabe-se que a ativacado da enzima € disparada pelo
pH acido do interior do lisossomo e que a enzima ¢ irreversivelmente inativada
em pHs neutros e alcalinos (Turk et al, 1997). Entretanto, ja foi observado que
a forma da enzima associada a membrana plasmatica apresenta maior
resisténcia a inativagdo por pH (Sloane et al, 1986). Uma das hipdteses com
maior relevancia na literatura € que a interagdo com glicosaminoglicanos do
tipo heparan sulfato seria responsavel pela maior resisténcia ao pH observada
(Almeida et al, 2001).
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5 — Interag6es com glicosaminoglicanos

O heparan sulfato, um GAG estruturalmente relacionado a heparina, é
encontrado na superficie celular e também na matriz extracelular. A interacao
entre estes GAGs e as cisteino proteases vém sendo investigada ao longo dos
anos e alguns trabalhos apontaram fungdes cruciais na estabilizacdo da
papaina (Almeida et al, 1999). Neste caso, foi relatado que a interagdo com
heparina/heparan sulfato estabilizaria a enzima proporcionando a preservacao
do conteudo de alfa hélice, o qual é perdido em alto pH. Além disso, ja se
mostrou que estes GAGs sdo importantes na modulacdo da atividade da
cruzipaina (Lima et al, 2002). Recentemente mostrou-se que a heparina e o

heparan sulfato facilitam a ativagao da pro-catepsina B (Caglic et al, 2007).

Em 2001, Almeida e colaboradores demonstraram que a interagao
catepsina B com heparina, usada como modelo de heparan sulfato, era capaz
de estabilizar a enzima em pHs neutros e alcalinos. Dessa forma, ocorreria a
preservacao da atividade endo-proteolitica da enzima em altos pHs. O principal
efeito observado foi a prevengao contra a perda do conteudo de alfa-hélices
conforme mostrado na papaina. Sugeriu-se na ocasidao que a interagdo como
GAG proporcionaria a manutencdo de contatos que seriam perdidos em pHs

alcalinos (Almeida et al, 2001).
6 — Detalhes estruturais

A estrutura da catepsina B foi resolvida por Difragao de raios X em 1991
(Musil et al, 1991), revelando a presenga de dois dominios chamados de L e R
(esquerdo e direito respectivamente) conforme mostrado na figura 6 Este
enovelamento é comum a papaina e a todas as outras cisteino catepsinas
(Turk et al, 2002). Enquanto no dominio L destaca-se a presenga de uma alfa-
hélice central rodeada por hélices secundarias, no dominio R ha a prevaléncia

de folhas beta.
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Figura 6: Representacao frontal em cartoon da estrutura cristalografica da catepsina B (Musil
et al, 1991). Em azul: dominio L; em cinza: dominio R. Os residuos da triade catalitica (Cis 29,
His 199 e Asn 219) estéo representados em verde. Em amarelo a al¢a de oclusdo contendo as

histidinas 110 e 111 representadas em vermelho.

Em comparagcdo a estrutura da papaina, observou-se que 166
aminoacidos sao topologicamente equivalentes e constituem as regides
centrais da proteina, sendo as insergcoes e delegdes confinadas a superficie
(Musil et al, 1991). Ha inclusive conservagao na disposicdo espacial dos
residuos cataliticos, ja que a cisteina 29 (Cis 25 na papaina) encontra-se no
dominio L, enquanto a histidina 199 (His 159 na papaina) localiza-se no

dominio R.

A maior diferengca que distingue a catepsina B de outras cisteino
proteases € a presenga de uma alga que oclude o sitio ativo. Esta estrutura foi
denominada alga (“loop”) de oclusdo e ocupa os subsitios S’ da enzima (Musil
et al, 1991).

Como ja mencionado, a catepsina B apresenta duas atividades
proteoliticas exo e endo-peptidase. Diversos autores sugerem que as

atividades seriam reguladas pela alga de oclusao que, além disso, teria papel
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importante na termo-protecdo da enzima e também capaz de conferir
resisténcia a inibidores endégenos como a cistatina C (llly et al, 1997). Na
regido da algca, ha a presencga de dois residuos de histidina adjacentes (110 e
111) e apontados como cruciais para a atividade exopeptidase da enzima por
serem necessarios para a acomodacdo das regides carboxi terminais de
peptideos (Musil et al, 1991; Almeida et al, 2001; Krupa et al, 2002).

A hip6tese mais aceita na literatura acerca da funcionalidade da enzima
seria que, em pH acido, a alga de oclusao estaria estavel logo a enzima apta a
acomodar substratos menores, os quais seriam favorecidos a alcangar os
residuos cataliticos com a alca “fechada”. J& em pHs neutros e alcalinos, a
regido da alca estaria desestabilizada e, portanto, o subsitio formado pelas
histidinas 110 e 111 estaria desestabilizado, ndo acomodando bem as regides
carboxi-terminais e impossibilitando a atividade exo-peptidase (llly et al, 1997;
Nagler et al, 1997). Além disso, a abertura da alga permite que substratos
maiores se acomodem bem na enzima e a atividade endo-peptidase prevaleca

nestas condicdes de pH (Nagler et al, 1997).

Outro aspecto fundamental € a presenga de uma extensa interface
interdominios majoritariamente polar onde se encontra a fenda catalitica.
Dentre os residuos cataliticos, apenas Cis 29 localiza-se no dominio L
enquanto His 199 e Asn 219 encontram-se no dominio R. Em 2000 um estudo
apontou que a perda do contato Cis29 — His 199 seria responsavel pela
desestabilizagdo da enzima em pH neutro. Tal evento ocorreria devido a
desprotonacao da His 199 em pH neutro, o que levaria a perda do contato com

a Cis 29 por ponte salina (Song et al, 2000).
7 — Inibidores da catepsina B

Em 1995, Turk e colaboradores determinaram a estrutura da catepsina B
complexada com o inibidor CA-030, um derivado do inibidor padrao de cisteino
proteases E64 (Turk et al, 1995). Estes inibidores, compostos com o
grupamento epoxi-succinil sdo os mais estudados inibidores da enzima (Figura
7) (Barret et al, 1982; Gobec & Frlan, 2006).
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Figura 7: Inibidores do tipo epdxi-succinil. (A) Estrutura quimica do inibidor padrédo de cisteino
proteases E-64. (B) Inibidores derivados do E-64 com maior especificidade pela catepsina B.
(Adaptado de Cathers et al, 2002).

Estruturas cristalograficas desta classe de inibidores com a papaina
revelaram o modo de ligagdo ao sitio ativo da enzima, revelando sub-sitios de
interacdo e um vasto conhecimento que vem sendo aplicado em outras

enzimas da mesma familia (Varughese et al, 1989).

Obteve-se 0.30 A de desvio apds sobreposicdo dos atomos de carbono
alfa desta estrutura e do cristal da proteina livre, revelando que as duas
estruturas eram semelhantes e, portanto a interacdo com o inibidor ndo
alterava a estrutura da proteina de forma significativa. No mesmo trabalho
discutiu-se a possibilidade de inibidores mais especificos que poderiam
interagir com os sub-sitios da catepsina B com maior afinidade (Turk et al,
1995).

Entretanto, apesar da especificidade dos inibidores do tipo epoxi-
succinil, os ensaios enzimaticos utilizando estes inibidores revelaram grande
dependéncia do pH do meio para a efetividade dos mesmos (Cathers et al,
2002). A explicagao para estes resultados reside no insuficiente entendimento
do mecanismo de abertura/fechamento da alga de oclusdo (Cathers et al,
2002).
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E postulado que em condicdes acidas a alca permaneceria fechada
favorecendo a atividade exo-proteolitica, enquanto em pH neutro ele estaria
aberto favorecendo atividade endo-proteolitica (llly et al, 1997). Logo, em
condicdes alcalinas, com desestabilizagao do alga e, por conseguinte do sub-
sitio S1’ (formado por His 110 e GIn 23), devido a perda de interacbes entre a
His 110 e Asp 22 e também entre Arg 116 e Asp 224 (Cathers et al, 2002;
Almeida et al, 2001).

Recentemente, vém sendo realizados trabalhos sistematicos objetivando
a busca de inibidores efetivos utilizando ferramentas de modelagem molecular
(Lim et al, 2004; Zhou et al, 2009). Contudo, nestes trabalhos os autores néo
levaram em conta qualquer efeito do pH e também da interagdo com
glicosaminoglicanos no comportamento da enzima. Como ja foi
experimentalmente proposto que ambos os fatores modulam significativamente
a atividade e estabilidade da catepsina B, ha a necessidade de uma

abordagem metodoldgica onde tais efeitos sejam considerados.
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8- Objetivos Especificos

Dados experimentais sugerem que a interacao da catepsina B com
heparina seria responsavel pela estabilizagdo da enzima em pHs neutros e
alcalinos. Nosso grupo visa compreender este mecanismo utilizando técnicas
de modelagem molecular. O trabalho é baseado na idéia de que o melhor
entendimento de detalhes estruturais e dindmicos da enzima ao interagir com
heparina, em diferentes condigdes de pH, sera de crucial importancia no
desenvolvimento de inibidores eficazes para a catepsina B para aplicagdo em

casos patologicos.
Pontos abordados:

e Obter os estados mais provaveis de protonacdo da catepsina B em
diferentes pHs.

e Obter o complexo catepsina B/heparina de mais baixa energia por
ancoramento (docking) molecular.

e Realizar simulagbes de dindmica molecular em solvente aquoso da
proteina livre e do complexo em diferentes estados de protonacido da
enzima.

e Comparar a estabilidade dos sistemas. Analisar os contatos mais
importantes durante a dindmica. Verificar interagdes ja mencionadas e
outras ainda nao descritas experimentalmente.

e Estudar o comportamento da enzima e da alga por dinamica essencial.
Relacionar movimentos principais com atividade enzimatica em

diferentes condigdes.
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9 — Procedimentos
9.1 — Parametros para realizagao de ancoramento molecular

Utilizou-se um dissacarideo de heparina extraido da estrutura do agucar
resolvida por RMN (cédigo PDB: 1HPN) (Mulloy et al, 1993) como ligante com
todas suas ligagdes com liberdade de giro livres. A estrutura da catepsina B
utilizada nos calculos foi resolvida na forma livre por Difracdo de Raios-x
(codigo PDB: 1HUC) (Musil et al, 1991).

Aplicou-se o médulo Autogrid presente no pacote Autodock (Morris et al,
1998) para a geracao de malhas (grids) de interagao cobrindo toda a proteina
com espacamento de 0.498 A. Foram realizados 100 calculos de ancoramento
em uma populacgao inicial de 200 individuos. As solu¢des foram separadas em
clusters de até 2 A de desvio médio quadratico (RMSD). Os clusters foram

entdo ranqueados de acordo com seus valores energéticos.
9.2 — Parametros utilizados na DM

As simulagdes foram realizadas em solvente explicito utilizando uma
camada de 15A de solvente ao redor do soluto. Utilizou-se uma caixa de agua
dodecaédrica em  condigdbes periddicas de contorno  contendo
aproximadamente 13.900 moléculas de agua do tipo SPC (Single Point
Charge) (Berendsen et al, 1981). Contra-ions (Na") foram utilizados para

neutralizar os sistemas.

Para minimizagcdo de energia foi utilizado um protocolo de trés etapas:
inicialmente utilizou-se 0 método do maximo declive em duas etapas, sendo a
primeira com os atomos pesados do soluto com posi¢cdes restringidas e na
segunda com todos os atomos livres. A seguir aplicou-se o0 método do
gradiente conjugado para uma melhor otimizagdo das geometrias antes da

dindmica molecular.

O protocolo de DM se iniciava com a simulagao de 500 picosegundos a
310K em cada sistema, mantendo os atomos pesados com posicdes
restringidas. Nesta etapa utilizou-se uma distribuicdo randémica de Boltzmann

para a geragao das velocidades iniciais. Em seguida, 3 nanosegundos de DM
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com todos os atomos livres foram simulados para a termalizacao e equilibracéo
do sistema. Apos todas estas etapas foram realizadas simulagdes de 40

nanosegundos para a aquisicao de dados.

Utilizaram-se 2 fentosegundos como tempo de integragdo. Utilizaram-se
os métodos de vinculo LINCS (Hess et al, 1997) e SETTLE (Myamoto &
Kollman, 1992) para correcdo das ligagdes do soluto e da agua
respectivamente. Temperatura e pressao foram mantidas constantes a 310K e
1 atm respectivamente utilizando-se acoplamento de Berendsen (Berendsen et
al, 1984). Interacbes eletrostaticas foram calculadas utilizando-se o método
PME (Particle Mesh Ewald) (Darden et al, 1993) com raio de corte de 10 A.

Interagdes de Van der Waals foram tratadas utilizando raio de corte simples de

10A.
9.3 — Analise de Componentes Principais

Foram selecionados os 20ns finais das trajetérias dos carbonos alfa (C,)
para as analises de dindmica essencial. Para a obtengcdo da matriz de
covariancia das posi¢cdes atbmicas utilizou-se o mdédulo g covar do pacote
GROMACS. Os trés residuos terminais (primeiros e ultimos) foram removidos
da analise para que suas altas flutuagées nao gerassem artefatos (Tai et al,
2001). Movimentos de rotacédo e translacdo foram removidos previamente.
Todas as analises foram realizadas com o uso do mdédulo g _anaeig do pacote
GROMACS.
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10 — Resultados e Discussao
10.1 — Determinagao dos estados de protonagao em diferentes pH

A partir dos valores de pK, dos residuos da proteina é possivel a correta
predicdo dos estados de protonacdo de cada residuo. Vale lembrar que o
servidor utilizado leva em conta no calculo trés fatores: efeitos de desolvatacao
(residuo presente no interior da estrutura); ligagdes hidrogénio além de
interacoes eletrostaticas. O calculo dos estados de protonacéo dos residuos da
catepsina B foi realizado visando a representagao de um ambiente alcalino (pH

8) e o interior acido do lisossomo (pH 5,5).

Observou-se que seis residuos apresentaram diferentes estados de
protonacao ao se comparar os resultados para o pH acido com o alcalino. De
forma geral, as diferengas residem no fato que em pH &acido, dependendo do
grau de acidez, os residuos Glu36, His97, His110, Glu171, His190 e His199
encontram-se na forma protonada, enquanto em ambiente alcalino eles
estariam desprotonados. Dessa forma, a carga total da proteina no ambiente
acido estudado seria de -5 e no alcalino de -11. Dos residuos citados, os trés
primeiros localizam-se no dominio L, estando os restantes localizados no

dominio R da proteina (figura 8).

Figura 8: Disposicao na estrutura tridimensional da catepsina B dos residuos diferencialmente

protonados em condi¢des acida e alcalina.

36



Os dados obtidos a partir do servidor PROPKA confirmaram predi¢des
experimentais nas quais as protonacdes dos residuos His110, Glu171 e His199
foram sugeridas (Musil et al, 1991). Estes trés residuos localizam-se na
interface inter-dominios e sao relatados em diversos trabalhos como cruciais na

manutencao da estabilidade da enzima (Musil et al, 1991; Almeida et al, 2001).

A protonacdo em pH acido da histidina 110, localizada na alca de
oclusdo, é sugerida como determinante na estabilizacdo desta estrutura e,
portanto interfere diretamente na atividade exo-peptidase. Ja a protonacado da
histidina 199 (dominio R), a qual € parte da triade catalitica, foi sugerida a partir
de experimentos de RMN que apontaram este residuo como essencial na
estabilizacdo da enzima devido a formagdo de um par idnico com Cis29

(dominio L) apenas se protonada (Song et al, 2000).

Com relagéao a este ultimo contato vale ressaltar que esta cisteina, nas
enzimas similares a papaina, apresenta um pK; muito mais baixo que o usual.
Enquanto o valor de pK;, da cisteina em agua é de 8,3, na papaina os valores
giram em torno de 2,5 a 3,5 (Pinitglang et al, 1997). Logo, pode-se dizer que
nas faixas de pH tanto do lisossomo quanto no fisiolégico a cisteina estara
ionizada, apresentando carga negativa. Dessa forma, o residuo tem a
capacidade de formacdo de um par idnico com His199. O pK, predito na
analise da catepsina B foi de 2,14. Como ha forte correlacdo entre o sitio ativo

da papaina e da catepsina B, pode-se dizer que a predigao foi satisfatoria.

Além disso, dados cristalograficos sugerem que a protonagao do residuo
glutamato (Glu) 171, o qual se localiza no interior da enzima, seria importante
para as interagdes inter-dominios. Sugeriu-se que a interagao entre Glu171 e o
triptofano (Trp) 30 por ligagao hidrogénio ocorreria somente com a protonagao
da carboxila do glutamato, permitindo entdo a formagao do contato (Musil et al,
1991). Ressalta-se que o servidor PROPKA foi robusto o suficiente para
informar o exato oxigénio da carboxila que receberia o préton, estando em total

acordo com a previsao experimental (figura 9) (Musil et al, 1991).
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Trp 30

Figura 9: Representagao do contato entre o triptofano (Trp) 80 e o glutamato (Glu) 171. Estes
residuos pertencem a dominios diferentes (dominio L em azul e dominio R em vermelho).
Destacou-se o proton predito na carboxila de Glu171 predito pelo servidor PROPKA para este
residuo em pH 5,5, o que permite 0 mesmo desempenhar o papel de doador de préton na
ligagdo hidrogénio. O oxigénio da cadeia principal de Trp30 funcionaria como aceitador nesta

interagao.

Entre os demais residuos diferencialmente protonados em pHs acido e
alcalino, apenas Glu36 poderia participar da estabilizacdo inter-dominios da
enzima. O fato de este residuo estar inserido na alfa-hélice principal da enzima
(residuos 28-45) e constituir a interface polar entre os dominios L e R levanta a
hipétese da importancia da protonacao para a estabilidade da catepsina B. Ja
His97 e His190 por estarem expostos na superficie em regides distantes da
interface inter-dominios parecem nao ter uma fungao clara na estabilizagdo da

enzima.

10.2 — Analise da superficie eletrostatica da catepsina B em diferentes

estados de protonagao

A superficie eletrostatica da catepsina B foi analisada nos dois estados
de protonacao obtidos anteriormente apds o calculo de pK,. Dessa forma, seria
possivel obter-se a influéncia do pH sobre a distribuicdo de carga na superficie

da enzima.

Lembrando que a variagdo de carga entre os estados alcalino e acido foi

de -11 para -5, eram esperadas entdo mudangas significativas no perfil de
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cargas da proteina. A figura 10 mostra que em pH 8 a catepsina B apresenta a
maior parte de sua superficie negativamente carregada, enquanto em pH 5,5
ha menos regides negativas. Observou-se também que as cargas ndo séo

distribuidas de forma homogénea na superficie (figura 10).

pH acido pH alcalino
(cargatotal =-5) (cargatotal =-11)
Visdo de frente

DominioL | Dominio R Dominio L I Dominio R

Visdo de baixo

Figura 10: Superficie eletrostatica da catepsina B em diferentes condi¢cdes. Regides vermelhas
representam areas onde o potencial eletrostatico € negativo; regibes brancas areas

representam areas neutras; regides azuis representam areas positivas.

Qualitativamente, notou-se a presenga de dois sitios positivos em
extremidades opostas da proteina. O sitio positivo localizado no dominio L é
constituido pelos residuos Lis130, Lis141 e Arg250, ja o sitio do dominio R é
formado pela regidao amino terminal da proteina e por Lis154 e Arg231. Em pH
8, estes sitios estariam separados por uma pequena regido negativa, a qual
nao foi observada em pH 5,5. Além disso, a area dos sitios positivos aumenta

consideravelmente neste ultimo valor de pH.
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E dado conhecido que geralmente interacdes entre proteinas e
glicosaminoglicanos s&o governadas por interagcdes eletrostaticas. Sabendo
que a heparina é repleta de grupos sulfato em sua estrutura, o que confere
carga negativa a molécula, conclui-se que a interagao entre a catepsina e a

heparina se daria preferencialmente nos sitios positivos da proteina.
10.3 — Obtengao dos complexos por ancoramento molecular

A analise dos resultados obtidos apds ancoramento molecular com
AUTODOCK 3.0 (Morris et al, 1998) revelou padrées bem definidos de
interacado entre a catepsina B e o dissacarideo de heparina. Os calculos de
ancoramento foram realizados utilizando a catepsina B com estado de
protonacgao referente ao pH neutro/alcalino. A escolha da faixa de pH foi para
simular a formagcdo do complexo na membrana plasmatica ou no meio
extracelular. Como o pH destas regides é predominantemente neutro, as

analises visaram a melhor representagéo possivel das condi¢des fisioldgicas.

Como esperado apds a analise de superficie eletrostatica, nos
complexos de mais baixa energia obtidos, o dissacarideo de heparina interagiu

com um dos sitios positivos da proteina (figura 11).

Figura 11: Resultado do calculo de ancoramento molecular mostrando as regides preferenciais
de interagdo da heparina com a catepsina B. Na figura estdo mostradas algumas das
conformacdes de mais baixa energia nos dois clusters (dominio L / R) de mais baixa energia.

Os desvios entre cada estrutura do mesmo sitio vdo até 2 A.

Apesar de a regidao de potencial positivo localizada no dominio L ser

maior do que o sitio do dominio R, os complexos mais favoraveis se deram
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com a heparina interagindo com este ultimo sitio. Uma possivel explicagéo para
este fato seria pela melhor acomodagdo do dissacarideo nessa regiao,
provavelmente satisfazendo de forma mais favoravel contatos de Van der
Waals, se comparado com os complexos onde a heparina estaria no dominio L.
Baseado no critério energético, o complexo de mais baixa energia foi

selecionado para ser submetido as simulagées de DM.
10.4 — Sistemas simulados

Quatro sistemas foram submetidos as simulagdes de dinamica
molecular, realizadas seguindo o protocolo descrito na seg¢do apéndices. Os

sistemas simulados foram os seguintes:

Sistema simulado Abreviatura/cor
Catepsina B com protonacéo referente a pH 8 catB/pH 8
Catepsina B com protonagéo referente a pH 5,5 catB/pH 5,5
Catepsina B com protonagéo referente a pH 8 + heparina catB/pH 8 + hep
Catepsina B com protonagéo referente a pH 5,5 + heparina catB/pH 5,5 + hep

Tabela 2: Sistemas submetidos as simula¢des de DM.

Estes sistemas serdo citados conforme as abreviaturas apresentadas na

tabela 2, ja nas figuras o codigo de cores sera sempre mantido.
10.5 — Medidas de controle das simulagoes

Foram inspecionadas a temperatura, energia potencial e a cinética
durante a simulagédo de 40 ns para cada sistema. Estas medidas serviram
como controle da estabilidade das trajetorias para assegurar a validade dos
dados obtidos das dinédmicas. Verificou-se também o raio de giro da proteina
durante a simulagdo com o intuito do monitoramento de quaisquer mudancas

significativas na forma globular da catepsina B.

As analises mostraram que independente do sistema simulado todas
estas medidas permaneceram estaveis (dados ndao mostrados). Logo, pode-se
afirmar que os resultados obtidos e a seguir apresentados nao se originaram

de eventuais artefatos de simulagio.
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10.6 — Analises das flutuagoes dos sistemas durante a DM

Inicialmente, foi analisada a evolugdo temporal da raiz do desvio
quadratico médio (RMSD) da cadeia principal da catepsina B durante os 40ns
de DM. Esta analise é importante na checagem da estabilidade das estruturas,
pois menores valores de RMSD indicam menores desvios globais da enzima
durante a dindmica em relagao a estrutura inicial e, portanto, maior estabilidade

da estrutura (figura 12).
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Figura 12: Evolucdo temporal da raiz do desvio médio quadratico dos atomos da cadeia

principal da catepsina B nos quatro sistemas simulados.

Nota-se claramente que nas simulagdes com a catepsina B em pH 5,5
atingiu-se a estabilidade em torno de 0.2nm durante a dindmica (em azul e
verde). Ja no pH alcalino, no qual a enzima experimentalmente € inativada,
observou-se estabilidade apenas na simulagdo do complexo com heparina (em
vermelho), o que corrobora dados experimentais relatando tal efeito (Almeida et
al, 2001). No sistema em pH alcalino sem heparina (em preto) além dos
desvios mais altos ultrapassando 0.3nm, o valor de RMSD apresenta uma
tendéncia a aumentar sugerindo que neste sistema a enzima se desestabilizou
durante a DM.

Em seguida, analisou-se a flutuagdo média por residuo (RMSF), onde as

flutuagbes sao obtidas tomando como referéncia a estrutura média da
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dindmica. Logo, de forma qualitativa, puderam-se identificar regides com
variados padrbes de flutuacbes ao se comparar os diferentes sistemas
simulados. Na figura 14 os desvios s&o mostrados, destacando-se algumas
regides de interesse bioldgico. Esta mesma andlise € mostrada de forma
tridimensional, onde a cadeia principal da proteina é representada em tubos,
sendo o gradiente de cores correspondente aos desvios observados (figura
13).

pH 5,5 + hep

0 RMSF (nm) 0,5

Figura 13: Representagao tridimensional das flutuagdes do esqueleto protéico da catepsina B
durante as simulagdes de 40 ns. O ponto de vista frontal foi utilizado conforme a figura 6 e as
estruturas representadas correspondem as estruturas médias de cada simulagdo. O gradiente
de cores corresponde as flutuagbes em nm. A seta indica a regido da cisteina (Cis) 29 a qual é

um dos residuos cataliticos.
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Figura 14: Desvio médio por residuo durante as simulag¢des de 40 ns.

Uma regido destacada no grafico € a que compreende as flutuagbes da
denominada alfa-hélice principal (residuos 28-45). Claramente, pode-se ver
que no sistema catB/pH 8 (em preto) os desvios durante a DM foram
significativamente maiores do que nos outros sistemas. Além de esta regido
formar parte da interface inter-dominios, a mesma contém a cisteina 29,

residuo participante da triade catalitica.

Conforme quantificado no grafico acima (figura 14) e representado na
figura 13, a regido da alca de oclusdo (residuos 107-124) apresentou
flutuagbes no sistema catB/pH8 (em preto) maiores do que nos demais, que

por sua vez apresentaram comportamento similar.

Relembrando que a interface inter-dominios € maijoritariamente polar
(Musil et al, 1991), e que a analise de pK; revelou diferengas na protonagao de
residuos inseridos na regido, o proximo passo foi avaliar a estabilidade da

interface, comparando o comportamento de cada sistema.
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10.7 — Analises da estabilidade da interface inter-dominios

A perda de contatos na interface inter-dominios € um evento crucial na
inativagdo da catepsina B por pH alcalino. Sabe-se que a interface entre os
dominios L e R da proteina € fundamental tanto na estabilizagdo da estrutura

terciaria quanto na atividade catalitica da enzima.

Inicialmente verificou-se a evolugcdo temporal da distadncia entre os
centros de massa de cada dominio (figura 15). Nas simulagdes
correspondentes ao pH acido (em azul e verde) observou-se que a distancia
entre os centros de massa permaneceu estavel durante toda a simulagdo. Ja
no sistema correspondente ao pH alcalino com heparina (em vermelho)
observou-se uma ligeira aproximacgao entre os dominios. Em contraste, nesse
mesmo pH, porém sem heparina (em preto) foi observado aumento da

distancia inter-dominios (figura 15).
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Figura 15: Evolugao temporal da distancia entre os centros de massa dos dominios L e R.

O distanciamento entre os dominios L e R da catepsina B em pH alcalino
constitui um fator importante no entendimento da perda da funcionalidade da
proteina nesta condicdo. Este mecanismo molecular é uma provavel
consequéncia da perda de contatos na interface, envolvendo inclusive os

aminoacidos cataliticos.
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10.8 — Analise do comportamento do sitio ativo

Acredita-se que a atividade catalitica da catepsina B € dependente da
formagao de um par iénico entre Cis29 e His199, o qual seria desestabilizado
com aumento do pH (figura 16) (Turk et al, 1994; Song et al, 2000).

pK, =3—4 pK,=8-85

~S~/"HIm—

~SH/ "HIm—

—S Im—

Figura 16: Esquema ilustrando a formagdo e perda do par ibnico Cis 29 — His 199 em
diferentes pHs. No esquema S representa o grupo tiolato da cisteina 29 e Im equivale ao grupo
imidazol da histidina. Adaptado de Turk et al, 1994.

Lembrando que a analise dos estados de protonagédo (figura 8) revelou
que a mudanga de pH de 5,5 para 8 leva a perda do préton da histidina 199,
conclui-se que tal predicdo esta em acordo com a hipotese descrita na
literatura (Turk et al, 1994; Song et al, 2000). Logo, durante as simulagcdes
esperava-se que o contato fosse completamente desfeito em pH 8, porém
permanecendo estavel em pH 5,5. A figura 17 mostra a evolu¢do temporal das

distancias entre os centros de massa destes residuos durante a DM.
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Figura 17: Acompanhamento da distancia entre os centros de massa da cisteina 29 (Dominio

L) e a histidina 199 (Dominio R). Ambos residuos pertencem a triade catalitica da catepsina B.
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O perfil do grafico de distancias entre os residuos mostrou-se
semelhante ao obtido na analise das distancias entre os dominios. Dessa
forma, apenas no sistema em pH alcalino sem heparina (em preto) notou-se
aumento das distancias entre os residuos. Inicialmente em todas as simulacdes
a distancia era de 0.5 nm e neste sistema a partir da metade da simulagao os

valores chegaram a flutuar em torno de 1 nm.

A estabilidade do contato no sistema catB/pH 8 + hep foi inesperada, ja
que a auséncia do par ibnico devido a perda do proton de His199 é relatada
como determinante no afastamento dos residuos (Turk et al, 1994; Song et al,
2000). Logo, um dos mecanismos de prevengdo da perda de atividade da
enzima, mediado pela heparina, se daria pela manutengdo da proximidade

entre os residuos cataliticos.
10.9 — Acompanhamento da estrutura secundaria na regiao catalitica

E relatado que a perda do contato Cis 29 — His 199 acarreta ndo apenas
na perda da atividade, mas também da estabilidade da enzima em condigbes
alcalinas (Turk et al, 1994; Song et al, 2000). Devido ao fato de Cis29
encontrar-se inserido na alfa-hélice principal da proteina (residuos 28-45),
hipotetizou-se que em pH alcalino uma conseqiéncia direta do afastamento
dos residuos cataliticos seria a desestabilizacdo da hélice (figura 18) (Turk et
al, 1994).

.............. 1, Residuos da alfa hélice central :

......... i i
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Figura 18: Representacdo em cartoon da catepsina B destacando a regido inicial da alfa hélice
principal (em vermelho) presente no dominio L (em azul) da proteina. O dominio R foi

representado em cinza e a alga de oclusédo e amarelo.
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Acompanhou-se entao a distribuicdo temporal dos mapas phi x psi [P x
Y] (diagrama de Ramachandran) dos residuos da hélice adjacentes a cisteina
29. A partir desta analise € possivel se identificar houve uma desestabilizacio
local relacionada a perda do contato em pH alcalino. A figura 19 mostra os
mapas referente aos sistemas em pH 8, ja que em pH acido n&o ocorreu a
perda do contato. O sistema cat:B/ pH8 + heparina € mostrado para a

comparacao direta com o sistema da enzima livre (figura 19).
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Figura 19: Graficos phi x psi (Diagrama de Ramachandran) temporais para os primeiros
residuos da alfa hélice principal (Ser 28 — His 45). Em preto: catB / pH 8 ; em vermelho: catB /

pH 8 + heparina.

Observando-se os mapas de Ramachandran temporais, claramente
nota-se que nos trés primeiros residuos da hélice houve grandes diferencas

entre os sistemas comparados. Enquanto com a enzima livre ocorre a perda do
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padrao alfa-hélice de acordo com os mapas ® e W, no sistema com heparina
os valores permaneceram na regido referente a tal estruturagdo (figura 19).
Apenas no quarto residuo da hélice (Ala31) os diagramas se igualaram entre
os dois sistemas mantendo-se nos residuos seguintes (dados ndo mostrados).
Este resultado confirma que a perda do contato acarreta na desestabilizagcao
da primeira volta da hélice (Ser28 — Ala31). Entretanto, o tempo de simulagéo
utilizado ndo permite avaliar se o efeito se prolongaria por toda a estrutura ou

realmente trata-se de uma desestabiliza¢ao local.

Entre os principais achados a partir destas analises, vale destacar que
as simulagdes de MD confirmaram a predicdo na qual a perda do contato Cis29
— His199 e a desestabilizacdo da hélice em pH alcalino sdo eventos
diretamente relacionados. Ademais, merece destaque o efeito de prevencao a
perda tanto do contato quanto da estabilidade da hélice mediado por heparina,
como ja relatado experimentalmente (Almeida et al, 2001). Entretanto, na
ocasidao nao foram especificadas as regides onde tal mecanismo se daria de

forma mais marcante.

Apesar de este trabalho nido avaliar a interacdo da catepsina B com
inibidores, pode-se sugerir que estes efeitos apresentados corroboram as
observacdes experimentais da perda da atividade da enzima em condi¢des

alcalinas e o efeito protetor da heparina.
10.10 — Outros contatos da interface

Em seguida, foram verificados os demais contatos presentes na regiao
inter-dominios. Como ja relatado, a interface é maijoritariamente polar e
estabilizada principalmente por ligagées hidrogénio e pontes salinas (Musil et
al, 1991; Turk et al, 1994; Almeida et al, 2001). Comparou-se a prevaléncia
(tempo percentual de existéncia) das ligagdes hidrogénio dos residuos da
interface durante a DM. A tabela 3 mostra tais residuos e realga também se a

ligacédo formada é entre cadeias laterais ou pelo esqueleto protéico.
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Prevaléncia (%) das ligagcoes hidrogénio durante a DM
Regido Interagao Tipo |catB/pH8 ca:ilzsls cat:épH ;gtf/i;‘):p
" Trp30-Glu 171 |MC/SC - -—-- 87% 85%
:g Trp80-Glu171 | SC/SC 37% 68% 88% 87%
¢ % Asn 81 -Ser 150 | SC/SC 6% 62% 48% 55%
:‘F; i Arg 41 -Pro 169 [SC/MC 42% 91% 83% 70%
£ o MC / MC 6% 29% 65% 82%
g GIn 23 - Ser 220 sC/SC L L 06% 90%
a Glu 36 - Ser 220 | SC/SC 38% 2% -
alca Asp22 - His 110 | SC/SC 6% 67% 80% 79%

Tabela 3: Prevaléncia (tempo percentual de existéncia) das ligagbes hidrogénio durante a DM.
Quanto ao tipo, ha a discriminacéo entre as interagcbes com atomos da cadeia principal (MC) e

também as que envolvem as cadeias laterais (SC).

Inicialmente foram inspecionados contatos na interface ja relatados
experimentalmente. Na tabela 3 € mostrado que para a interacdo Trp30 —
Glu171 o efeito do pH é determinante, ja que a ligagdo hidrogénio apenas
ocorre em condicdes acidas. Tal fato pode ser explicado devido a presencga do
préton na carboxila de Glu171 apenas em pH acido (ver analise de protonacao

— figura 8).

A interagao entre Trp80 (dominio L) e Glu 171 (dominio R) é apontada
como crucial na manutencgéo da estabilidade da interface devido a uma ligagéo
hidrogénio entre NE1 (doador) presente no anel do triptofano e a carboxila do
acido glutamico (aceitador). Observou-se que em pH 5,5 as prevaléncias foram
mais altas (em torno de 87%) sendo independente a interagcdo com heparina.
Ja em pH alcalino, a complexacdo com o GAG acarretou no aumento da
prevaléncia de 37% para 68%, sendo mais um indicativo da importancia da
interacao catepsina B e heparina na estabilizacdo da enzima. Verificou-se
também a distdncia entre os centros de massa destes residuos durante a

simulacgédo (figura 20).
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Figura 20: Acompanhamento da distancia entre os centros de massa do triptofano 80 (Dominio

L) e o glutamato 171 (Dominio R). Ambos residuos pertencem a interface interdominios.

Conforme mostrado na figura 20, as distancias entre os residuos em pH
acido (em azul e verde) flutuaram em torno de 0.7nm, sendo desprezivel a
interferéncia da interagdo com heparina neste pH no que concerne este
contato. Ja em pH alcalino (preto e vermelho) observou-se que a interagdo com
heparina (em vermelho) tem grande influéncia na manutengao da proximidade
dos residuos em torno de 0.8 nm durante toda a simulagdo. No sistema sem
heparina (em preto) as distancias chegaram até 1 nm apdés metade da

simulagao.

A influéncia do pH nesta interacdo pode ser explicada pela protonagao
de Glu171 apenas em pH acido, o que facilita o correto posicionamento da
carboxila para tanto interagir doando o préton para Trp30 quanto funcionar
como aceptor do proton doado por Trp 80 (figura 9). Este dado esta em acordo
com outros autores que sugeriram um papel central da protonacéo de Glu 171
na estabilizagdo da interface (Musil et al, 1991; Turk et al, 1994).

Em condi¢des alcalinas, notou-se aumento da prevaléncia da ligagao
hidrogénio (37% > 68%) ao se comparar o sistema da enzima livre com o
complexo catB — heparina. A maior proximidade entre os residuos neste ultimo
sistema parece ser consequéncia direta da maior estabilidade da ligagéo
hidrogénio. O papel da estabilizagdo mediada por heparina neste caso parece

ser devido ao favorecimento de outras interagbes que de forma global
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permitem maior proximidade e possibilidade do estabelecimento de contatos

entre os atomos da interface, tornando-a mais resistente aos efeitos do pH.

A interacao entre a glutamina (GIn23) e a serina (Ser220) apresentou um
padrdao diferenciado de ligagdes hidrogénio. Em condi¢gdes acidas foram
observadas duas interagdes deste tipo entre os dois residuos, uma entre as
cadeias principais e a outra envolvendo as cadeias laterais dos mesmos. Em
contrapartida, nas simulagbes em pH alcalino apenas observou-se a interagao

entre os esqueletos protéicos.

Comparando-se as prevaléncias das ligagdes hidrogénio envolvendo os
atomos da cadeia principal, observou-se que em pH acido os valores
observados foram significativamente mais altos (65% enzima livre / 82%
complexo) do que os valores em condi¢des alcalinas (6% enzima livre / 29%
complexo). Ressalta-se que em condi¢gdes alcalinas apenas na presenca de
heparina houve a formagdo por um tempo significativo da interagao,

caracterizando a perda do contato nesta condicao sem o GAG.

Ja a interacdo entre as cadeias laterais dos residuos, a qual ocorre
apenas em pH acido, teve prevaléncias em torno de 90%, o que juntamente
com a ligagdo hidrogénio entre os esqueletos protéicos caracteriza nestes

residuos um contato de grande importancia na estabilizagc&do da interface.

Entretanto, em pH alcalino, notou-se uma interacdo que nao ocorre em
pH acido: Glu36 — Ser220. Nesta interagdo, a carboxila (desprotonada nesta
condigdo de pH) pode funcionar como aceptor do préton doado pela serina
220. Em condi¢des acidas, o oxigénio da cadeia lateral da glutamina exercia
este papel de aceptor. Vale destacar que a prevaléncia da interacdo no
complexo catB/pH 8 + heparina (72%) foi aproximadamente o dobro do sistema

com a enzima livre (38%).
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Figura 21: Disposicao tridimensional do arranjo de interagdes entre Gin 23, Ser 220 e Glu 36.
Em azul: dominio L; em vermelho: dominio R. Na figura esta representada a condi¢do de pH
igual a 5,5, na qual ocorre a protonagdo da carboxila de Glu 36 (na esfera amarela), o qual
perde a capacidade de aceptor do proton doado por Ser 220. Em pH alcalino a carboxila

desprotonada realiza interagdes ibnicas e a ligagédo hidrogénio com a serina.

Portanto, a mudanca do pH acido para alcalino, responsavel pela
desprotonagcdo de Glu36, acarretou em um rearranjo local das ligagdes
hidrogénio na interface. Este efeito foi previamente hipotetizado e na ocasiao
os autores nao dispunham de subsidios para compreender a importancia do
residuo Glu 36 na interface (Turk et al, 1994). Os resultados obtidos permitiram
a visualizagdo deste rearranjo e mostraram também que a interagdo com
heparina acarreta em maior numero e também em ligagdes mais fortes entre os

residuos da interface.

Entre as demais ligagdes hidrogénio inter-dominios, destaca-se que a
interacdo Asn81 — Ser150 teve prevaléncia em torno de 50% em pH acido
independente da interacdo com heparina. Ja na condi¢ao alcalina, sem o GAG,
a prevaléncia ficou em torno de 6%. Na simulagdo do complexo obteve-se o
maior valor de prevaléncia chegando a 62%. Finalmente, na interagcao Arg41 —

Pro169 observou-se o mesmo padrao do contato Asn81 — Ser150.

De forma geral, tais mudancas no padrao de contatos em diferentes pH
podem ser explicadas por dois fatores: (1) a mudanga na capacidade dos

residuos diferencialmente protonados em formar ligagdes hidrogénio e pares
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ibnicos. (2) decorrente das diferentes disposi¢gdes das cargas, fato este que
tem influéncia direta na estabilidade da interface polar. A influéncia da heparina
se mostra de forma clara no pH alcalino, ja que a interagdo com o GAG
possibilitou interagdes mais prevalentes entre os dominios. Entretanto, este
efeito parece decorrer de um processo global de estabilizacdo, ja que a

heparina interage com um sitio distante da interface.
10.11 — Dinamica da al¢a de oclusao

A regido da alga de oclusdo é determinante para a atividade e
estabilidade da catepsina B. Dessa forma, realizaram-se analises dos contatos
responsaveis pela estabilidade da regido e foram checados os movimentos
estatisticamente mais relevantes da regido e da enzima através da analise de

dindmica essencial.

Relembrando que a hipotese mais aceita atualmente sobre a
funcionalidade do loop é de que em pH &acido ele estaria estavel e, portanto,
fechado. Dessa forma a atividade favorecida seria a exo-proteolitica, devido a
boa acomodacgao de substratos carboxi-terminal na regido das histidinas 110 e
111 presentes na regiao (llly et al, 1997; Nagler et al, 1997). Por outro lado, em
pH alcalino a alga estaria desestabilizada e, portanto aberto, favorecendo entéo
a entrada de substratos maiores para atividade endo-peptidase. Logo,
analisou-se o contato aspartato (Asp) 22 e His110 que é descrito na literatura
como fundamental na regulacdo do mecanismo de abertura/fechamento da
alca (Krupa et al, 2002; Almeida et al, 2001). A figura 22 mostra a evolugao das

distancias entre os residuos.
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Figura 22: Evolugédo temporal da distancia entre Asp 22 e His 110. Nota-se que no sistema
catB/ pH 8 ha completa desestabilizagdo da interagdo, que se revelou mais estavel no
complexo com heparina (em vermelho). Porém a maior proximidade se da apenas em

condigbes acidas (azul e verde).

A analise do grafico aponta claramente a completa desestabilizagdo da
interagdo entre os residuos no sistema em pH alcalino sem heparina (preto).
Além das altas flutuagdes das distancias observadas (chegando até 1.5 nm), a
prevaléncia da ligacao hidrogénio entre os residuos foi desprezivel atingindo
apenas aproximadamente 5%. No sistema com heparina nas mesmas
condigdes de pH observou-se menor flutuagdo das distadncias e uma maior
proximidade dos residuos (em torno de 1nm). A prevaléncia da ligagcao

hidrogénio também aumentou para aproximadamente 42%.

Ja na condigao de pH acido observou-se um comportamento ainda mais
estavel, ja que nos dois sistemas simulados (verde e azul) as distancias foram
as menores observadas (0.75nm). Além disso, a prevaléncia da ligagao
hidrogénio foi significativamente maior do que nos sistemas em pH alcalino

ficando em torno de 70%.

Este efeito pode ser explicado pela protonacdo da histidina 110 apenas
em pH acido, o que favoreceria a correta orientacdo deste residuo para
estabelecer a ligagao hidrogénio com o aspartico 22. Destaca-se também que a

adicdo de heparina teve efeito notavel apenas na condi¢do alcalina, onde se
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obteve maior estabilidade do contato e maior prevaléncia da ligagéo hidrogénio

do que no sistema livre do ligante.

E importante lembrar que em pH acido ha o favorecimento do contato
GIn23 — Ser220, estando o primeiro residuo na adjacéncia do aspartico 22, o
qual é fundamental na estabilizagcado da alca. Ademais, observou-se que, em pH
alcalino, no complexo com heparina obtiveram-se, de forma geral, prevaléncias
das ligagdes hidrogénio consideravelmente mais altas do que no sistema com a
enzima livre. Dessa forma, a estabilizacdo da interface tanto localmente (na
regido de Asp22) quanto globalmente possibilita que os residuos da alga de

oclusao estabelegcam melhores interacoes.
10.12 — Amplitude dos movimentos da al¢a de oclusao

Foram sobrepostas as estruturas coletadas da DM para checagem da
amplitude dos movimentos da algca de oclusdo nos sistemas em pH alcalino
para avaliar se a ligacdo a heparina tem alguma influéncia na regido. E
esperado que a regido de alca tenha altas flutuagdes durante a simulagéo,
contudo a comparacéao entre as flutuacdes de cada sistema € importante para
que se compreenda melhor a relacdo entre flexibilidade observada e a

atividade relatada nos ensaios bioquimicos.

caiB/pH caiB/pH 8+
inicial D final

Figura 23: Sobreposi¢do das estruturas durante as simulagbes em condi¢des alcalinas. (A)

enzima livre; (B) complexo catB — heparina.
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Ao observar a figura 23, claramente nota-se que a flexibilidade da alca
no sistema livre de heparina foi consideravelmente maior do que a observada
no complexo catB — hep. Como ha uma relagao clara entre o tipo de atividade
da enzima (exo ou endo peptidase) e a flexibilidade da alga, pode-se afirmar
que a heparina tem influéncia direta na atividade ja que a interagcdo com o GAG
modula de alguma forma os movimentos da alga, mantendo-a um pouco mais
aberta, porém estavel. Logo, ha certo comprometimento da atividade exo-
proteolitica sem perda da atividade endo-proteolitica, ja que as analises
mostraram estabilidade do sitio ativo no complexo catB — heparina (figura 17).
Em contrapartida, no sistema sem heparina em pH alcalino a atividade da
enzima é perdida tanto pelo afastamento dos residuos cataliticos quanto pela

flexibilidade exacerbada da alca.
10.13 — Dinamica essencial da catepsina B

Como descrito na seg¢do metodologia, utilizou-se a Analise de
Componentes Principais (PCA) para a determinagdo dos movimentos
estatisticamente mais relevantes da catepsina B durante as simulagdes. A
partir desta analise foi possivel a separacédo e ordenagcdo dos componentes de
movimento (PC) que aditivamente representam a dindmica da enzima.
Analisaram-se profundamente os sistemas em pH alcalino visando entender se
a interagdo com heparina tem efeito na movimentacdo da enzima nesta
condigcao desfavoravel de pH. A tabela 4 mostra a porcentagem cumulativa da

dinamica total da enzima fornecida pelos componentes de maiores amplitudes.

Percentagem cumulativa dos primeiros componentes de movimento

catB / pH8 catB/ pH8 + hep
Componente . .
(PC) percentual cumulativo | percentual cumulativo
1 23,30% 23,30% 19,20% 19,20%
2 15,20% 38,50% 12% 31,20%
3 6,90% 45,40% 6% 37,20%
4 6,40% 51,80% 4,60% 41,80%
5 5,70% 57,50% 4,30% 46,10%
6 3,10% 60,60% 3,10% 49,20%
10 1,40% 68,80% 1,90% 59%
20 0,70% 79,80% 0,85% 71,30%

Tabela 4: Porcentagem dos movimentos totais da enzima obtidos pela anélise dos primeiros

componentes (PC) nos sistemas em pH alcalino.
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Ao observar a tabela 4, pode-se facilmente notar que os primeiros
componentes de movimento representam a maior parte da dindmica da
catepsina B em ambos os sistemas. No entanto observa-se também que os
movimentos principais no sistema com heparina foram mais restritos em
comparagao a simulagdo com a enzima livre. O grafico abaixo representa os
dados da tabela 4 mostrando a percentagem cumulativa a todos os

componentes de movimento (figura 24).
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Figura 24: Percentagem cumulativa do movimento da catepsina B acumulada ao longo dos
PCs. Em preto: catB/pH8 ; em vermelho : catB/pH8 + heparina.

E dado bem conhecido na literatura que movimentos de maior amplitude
(mais baixa frequéncia) de proteinas estdo geralmente associados a fungdes
biologicas (Amadei ef al, 1993). Dessa forma um procedimento de analise
utilizado frequentemente é a analise das flutuagbes atdbmicas sobre as
trajetdrias geradas pelos primeiros componentes principais. O grafico mostrado
a seguir € a comparagao entre a flutuacdo por residuo (RMSF) em cada
sistema sobre as trajetérias geradas pelos cinco primeiros modos de

movimento (figura 25).
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Figura 25: Desvio médio por residuo (RMSF) obtido a partir da projecao das trajetérias nos

cinco primeiros componentes principais do movimento (PC 1-5).

Atentando para a igualdade das escalas dos diferentes graficos,
claramente nota-se que as amplitudes dos movimentos do primeiro e segundo
componentes sao consideravelmente maiores que a dos restantes. Lembrando
que estes componentes representam somados aproximadamente 40% (enzima
livre) e 32% (enzima + heparina) dos movimentos totais da proteina,
identificaram-se primeiramente regides de interesse nos dois primeiros

graficos.

Observando-se o primeiro grafico, claramente puderam-se notar
diferengas consideraveis nos desvios na regido do residuo catalitico Cis 29.
Enquanto no sistema com heparina as flutuacbes foram baixas, notaram-se
altos desvios nesta regiao na simulagao da enzima livre. Tal dado foi analisado
criteriosamente para a identificacdo precisa da direcdo do movimento deste

residuo catalitico (figura 26).
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Figura 26: Representagdo dos movimentos principais extraidos a partir do primeiro
componente (PC1). (A) catB / pH 8 ; (B) catB / pH 8 + hep. Os sentidos € o comprimento das
setas relacionam-se com os sentidos e amplitudes respectivamente. Mostraram-se apenas os

movimentos da al¢a de oclusdo e dos residuos cataliticos (esferas brancas).

Como mostrado, a cisteina 29 afasta-se consideravelmente dos outros
residuos cataliticos. Ressalta-se também que a andlise do grafico permite a
observacao que os movimentos de maiores frequiéncias se deram na regiao do
dominio L (residuos 11-148 e os ultimos quatro residuos). Dessa forma, pode-
se sugerir que a perda da eficiéncia catalitica da enzima se origina de um
movimento coletivo onde a movimentacdo dos dominios, principalmente a
regido esquerda (onde se encontram Cis29 e a al¢a de oclusao) determina o

afastamento dos residuos.

Outra regiao com diferenciado padrao de flutuagdes observadas no PC1
foi a regido da alga de oclusdo. Como mostrado na figura 26, o primeiro
componente do movimento descreve, no sistema livre de heparina, o
afastamento do sitio ativo e a abertura/fechamento da alga de ocluséao.
Curiosamente tais movimentos parecem estar correlacionados, ja que a
abertura da alga é concomitante a aproximagao dos residuos cataliticos. Da

mesma forma, quando fechada, tais residuos encontram-se afastados.

Ja no sistema com heparina, observam-se movimentos de menor
amplitude tanto da algca de oclusdo quanto dos residuos cataliticos, sendo

neste ultimo caso observa-se uma ligeira aproximagao dos mesmos.

Uma terceira regidao com diferenciadas flutuagdes nos sistemas ao longo

do PC1 foi a que se estende do Cis62 até Gli74, a qual constitui um segmento
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de conexao entre duas hélices do dominio L. Como visto na figura 25 as
flutuagdes do sistema com heparina foram consideravelmente menores, 0 que
€ mais um indicativo da restricido de movimentos propiciada pela interacdo com
o GAG.

Analisando-se os desvios fornecidos pelos componentes seguintes,
destaca-se que no PC2 notaram-se diferencas com respeito a movimentagao
da alga de oclusdo. Mais uma vez a interagdo com heparina restringiu os
movimentos da regido, comportamento ndo observado na enzima livre. Neste
ultimo sistema observou-se a movimentagdo de abertura/fechamento, porém
nesse caso sem aparente ligagcdo com os movimentos do sitio ativo tal como

mostrado para o primeiro modo.

Figura 27: Representagdo dos movimentos referentes ao segundo componente principal
(PC2). (A) catB / pH 8; (B) catB / pH 8 + hep. . Os sentidos e o comprimento das setas
relacionam-se com os sentidos e amplitudes respectivamente. Mostraram-se apenas os

movimentos da al¢a de oclusdo e dos residuos cataliticos (esferas brancas).

Ao inspecionar as flutuagdes do PC3 e PC4 notaram-se desvios na
regidao da cisteina 29 no sistema catB/pH 8. Conforme obtido no PC1,
observou-se afastamento deste residuo, presente no dominio L, em relagéo
aos outros cataliticos (His 199 e Asn219) localizados no dominio R. Apesar de
os movimentos oriundos destes modos apresentarem menor amplitude, os
mesmos contribuem juntos com aproximadamente 10% da movimentagao total
da proteina. Dessa forma, esta contribuicdo de forma aditiva reforca a
observacao de que o afastamento dos residuos, apontado anteriormente pelas

analises da DM, constitui um movimento de grande relevancia estatistica.
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A comparacgao destes movimentos nos dois sistemas é fundamental pelo
fato dos mesmos mostrarem diferengas consideraveis na dinamica de regides
importantes biologicamente da proteina. Estes movimentos de baixa frequéncia
por ocorrerem em escalas de tempo maiores sugerem que a estabilidade da
alca e do sitio ativo se manteriam até mesmo em simula¢gdes de DM maiores.
Logo, os resultados sugerem que a interagdo com heparina altera
significativamente os movimentos do sitio ativo e da alg¢a tornando tais regides
mais estaveis e, portanto menos suscetiveis a desestabilizagdo induzida pelo
pH.
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11 — Conclusoes parciais

Atualmente é bem claro o conceito de que as fung¢des bioldgicas das
cisteino catepsinas vao além da degradacéo final de proteinas nos lisossomos.
A catepsina B, a enzima mais estudada desta classe, € reconhecidamente um
personagem fundamental no desenvolvimento de tumores metastaticos.
Entretanto, o papel exato da catepsina B nos processos tumorais ainda nao é

totalmente compreendido.

Dada a complexidade dos processos tumorais e metastaticos, é
esperado que a participagdo da catepsina B no cancer se dé em diversas
etapas, estando a enzima inserida em uma grande variedade de mecanismos
regulatérios (Joyce & Hannaham, 2004). Contudo, trés funcgbes primordiais
dessa enzima no cancer sdo bem claras: (1) na protedlise de componentes da
matriz extracelular criando caminhos para a migragdo de células tumorais; (2)
na ativagdo de outras enzimas proteoliticas e (3) na participagdo no processo
angiogénico tumoral, seja ativando fatores, ou pela abertura de espagos para o
crescimento dos novos vasos (Joyce & Hannaham, 2004; Gocheva & Joyce,
2007).

Dessa forma, a catepsina B revela-se um promissor alvo farmacoldgico
na tentativa do controle de tumores metastaticos. Porém, a enzima tem seu
comportamento fortemente regulado pelo pH do meio (llly et al, 1997; Almeida
et al, 2001). Somado a este fato, acrescenta-se que a catepsina B promove sua
acgao proteolitica em diversos ambientes (intracelular, extracelular, ancorada na
membrana) (Mohamed & Sloane, 2006). Dessa forma, postula-se que as
funcdes da enzima sao dependentes da localizacdo da mesma, o que acarreta

uma grande dificuldade na elaboragao de inibidores eficazes para a enzima.

A atividade da catepsina B é modulada a partir da interagcdo com
glicosaminoglicanos de heparan sulfato, para os quais € atribuida a capacidade
de estabilizar a enzima em pH alcalino (Almeida et al, 2001). E plausivel
afirmar entdo que na busca de novos inibidores para a enzima seja necessario
o entendimento dos efeitos tanto do pH quanto da interacdo com

glicosaminoglicanos no comportamento dinAmico da enzima.
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A biologia estrutural dispbe de diversas ferramentas no processo de
busca de inibidores, sendo uma metodologia eficaz o acoplamento de dados
estruturais experimentais com analises tedricas da dindmica das moléculas
envolvidas. Para tal, neste trabalho utilizou-se a dindmica molecular na
avaliagdo do comportamento de complexos entre a catepsina B e a heparina,
obtidos por ancoramento molecular, em diferentes condigbes de pH. Ressalta-
se que pela dificuldade da representacao do efeito do pH em uma simulacao de
DM, utilizaram-se os estados de protonacdo mais provaveis calculados nas

condicdes acida e alcalina.

Primariamente, as analises do pK, dos residuos da catepsina B nas
diferentes condi¢cbes revelaram a protonacado diferencial de seis residuos,
influenciando em uma consideravel mudanga da carga liquida da proteina. Este
resultado tem grande importéncia ja que se altera a capacidade de formacéo
de ligagbes hidrogénio dos residuos envolvidos. Como exemplo deste caso ha
o acido glutamico (Glu) que protonado pode funcionar como doador ou aceptor
de proton, porém na forma desprotonada (glutamato), este residuo funciona
apenas como aceptor. Além disso, se altera também o padrdo de interagdes

por pares idnicos, devido a alteragao da carga liquida dos residuos envolvidos.

Entre os residuos diferencialmente protonados destaca-se que alguns
como His199 e His110 sdo fundamentais na atividade da enzima e suas
protonacgdes apenas em pH acido foram sugeridas experimentalmente (Musil et
a, 1991; Song et al, 2000; Almeida et al, 2001). Além disso, o pKa predito para
a cisteina 29 apresentou-se em acordo com o relatado para a papaina
(Pinitglang et al, 1997). Ademais, Glu171 presente na interface dos dominios
da enzima ja foi apontado como crucial na estabilizagao (Musil et al, 1991; Turk
et al, 1994).

Estas mudangas na protonagdo resultaram em mudancgas significativas
da superficie eletrostatica da proteina. O aumento dos sitios positivos e o
carater menos negativo do potencial eletrostatico na superficie da catepsina B
foram revelados nesta analise. Como esperado, os complexos com heparina se
deram com o GAG interagindo com um dos sitios positivos, devido a presenga

de grupamentos sulfato na molécula de heparina. Entretanto, as analises
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revelaram que ndo apenas o componente eletrostatico governa a interagao,
destacando a importancia do componente de Van der Waals na interagao entre

a enzima e o0 GAG.

As simulagbes de DM revelaram claramente que, como esperado, a
enzima tem comportamento estavel na condicdo de pH acido,
independentemente da interagdo com heparina. Ja em condicbes alcalinas as
simulagdes confirmaram os dados bioquimicos experimentais e revelaram que
apenas ao interagir com heparina a enzima tem comportamento estavel
durante a simulagao (figura 12 - 15). A analise da flutuagao por residuo revelou
que a regiao da alfa hélice principal e a alga de oclusao flutuaram de forma
marcante no sistema em pH alcalino sem heparina. Em todos os outros

sistemas tais regides se mostraram mais estaveis.

Enquanto a alfa hélice principal, que se encontra na interface inter-
dominios tem papel estrutural importante na manutengdo da estabilidade do
sitio ativo, a alca de oclusédo é fundamental para atividade exo-proteolitica da
enzima. A desestabilizacdo destas estruturas esta em acordo com predi¢des a
partir de dados cristalograficos e também de ensaios bioquimicos de atividade
(Musil et al, 1991; Turk et al, 1994; llly et al, 1997).

Uma vantagem da abordagem computacional em escala atomistico-
molecular é a possibilidade da identificagdo exata do mecanismo de
desestabilizagcdo da enzima na condicado alcalina. Dessa forma, analisou-se o
comportamento dos dominios da catepsina B durante a simulagcédo. Claramente
notou-se que apenas na condigdo alcalina sem heparina (em preto) houve
afastamento dos dominios. Uma consequéncia deste afastamento € a perda da

atividade devido ao afastamento dos residuos cataliticos presentes.

Os resultados obtidos seguiram o mesmo padrdao observado na
avaliacao da distancia entre os dominios. Dessa forma, a partir de dados da
DM péde-se entender um dos motivos da perda de atividade da enzima em pH
alcalino: o afastamento dos residuos cataliticos. Relembrando que em pH
alcalino ha a perda de um préton na histidina 199, as analises confirmaram que
este fato € determinante na desestabilizacdo da ponte salina constituindo um

fator importante na estabilizacdo da interface (Turk et al, 1994; Song et al,
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2000). Porém, na presenca de heparina, a proximidade entre os residuos se
mantém mesmo em pH alcalino, fato este que pode ser um dos fatores que

explicam a prevengao da perda de atividade da enzima mediada pelo GAG.

A perda do contato Cis 29 — His 199 acarreta na desestabilizagdo local
da alfa hélice principal da proteina. Analisou-se tal efeito a partir do
mapeamento temporal dos angulos da cadeia principal (figura 19). Os
resultados mostraram que o efeito se estende por toda a primeira volta da
hélice (Ser 28 — Trp 30). Dessa forma, confirma-se a hipotese experimental de
que a desestabilizacdo do sitio ativo implicaria na perda da estrutura da alfa

hélice principal (Turk et al, 1994).

Além das analises do comportamento do sitio ativo, verificaram-se
também a estabilidade de outros contatos da interface inter-dominios (tabela
3). De forma geral, os resultados mostraram que em pH &cido ha maior
formagao de ligagdes hidrogénio. Como ja discutido, ocorreu uma mudanga na
potencialidade de formacao de ligagdes hidrogénio e pontes salinas devido ao
fato de seis residuos apresentarem-se nas formas protonadas em pH 5,5 em
comparacgao ao pH 8. Além disso, os efeitos repulsivos na interface diminuem

com a diminui¢ao da carga liquida geral da proteina.

Outro dado relevante extraido da analise de ligagbes hidrogénio foi o
rearranjo de interagdes ocorrido em pH alcalino. Comparando-se os sistemas
da enzima livre com o complexo catB — hep, observaram-se prevaléncias das
ligacdes hidrogénio consideravelmente maiores na presenca do agucar. Apesar
do sitio de interagdo com a heparina ser distante da interface, a manutencao da
proximidade dos dominios favorece a formacdo de contatos mais intensos.
Dessa forma, pode-se explicar os efeitos de estabilizagao local, induzidos pelo

GAG, a partir da estabilizacao global da proteina.

Analisou-se também a dinédmica da alga de oclusdo, regidao de
fundamental importancia na atividade da catepsina B. Os resultados obtidos
nas condi¢des acidas confirmaram predicdes experimentais onde esta estrutura
estaria estavel e, portanto apto a acomodar satisfatoriamente substratos

pequenos (llly et al, 1997; Nagler et al, 1997).
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A analise do comportamento do contato His 110-Asp 22, postulado como
fundamental na estabilidade da alga, apontou que em condi¢cido alcalina sem
heparina ha perda da ligacdo hidrogénio entre os residuos e um aumento
consideravel da distancia entre os residuos. Ja no complexo com heparina,
observa-se uma estabilidade parcial do contato e, por conseguinte da al¢a de
oclusdo. A anadlise da amplitude dos movimentos revelou que a
desestruturacdo ¢é prevenida com a adicdo de heparina. Contudo, a
estabilidade s6 foi alcangada na condicdo acida e pode ser atribuida (1) a
protonagcao de His 110 nessa condigao, possibilitando a correta orientacdo do
residuo para interacdo com Asp 22; (2) a estabilizagcao do contato GIn 23 — Ser

220 apenas na condigao acida, mantendo a régio estavel.

Finalmente, as analises de dinamica essencial possibilitaram a
identificacdo dos movimentos de maiores amplitudes e estatisticamente mais
relevantes. O afastamento dos residuos do sitio ativo na condi¢cao alcalina foi
mostrado como um dos movimentos principais identificados no primeiro
componente de movimento (PC1), o qual corresponde aos movimentos de
maior relevancia. Este movimento se repetiu no terceiro e quarto componentes
(PC3 e PC4). A interagdo com heparina mostrou-se capaz de prevenir
completamente este afastamento, justificando entdo a manutencao da atividade

da enzima mesmo em condi¢des alcalinas.

Outros movimentos de grande importancia observados foram a abertura
e fechamento da alga de oclusdo. No primeiro e segundo componentes, este
movimento apareceu de forma clara no sistema da enzima livre. J& na
simulacdo com heparina, observou-se clara reducao da amplitude do mesmo.
Dessa forma, pode-se sugerir que a interagdo com heparina restringe os
movimentos de grande amplitude da catepsina B, os quais no sistema da
enzima livre caracterizaram a desestabilizacdo dos dominios e a flexibilidade

da alca de oclusao.

Dessa forma, as analises possibilitaram a identificacdo clara de que a
perda da atividade da enzima em pH alcalino esta diretamente relacionada a
perda de contatos na interface inter-dominios. Como os residuos cataliticos

localizam-se nessa regido, o afastamento geral dos dominios e a
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desestabilizacdo da hélice principal geraria uma perda completa da eficiéncia
catalitica. A interagdo com heparina estabilizaria a enzima devido a um efeito
global: a restricdo dos movimentos de grande amplitude dos dominios. Logo,
favorece-se a manutengao e o rearranjo de contatos na interface, os quais sao

perdidos no sistema sem heparina.

Logo, os resultados mostraram a boa calibragao das analises estruturais,
sobretudo o calculo de pK, e da DM em representar corretamente dados
experimentais. Possibilitou-se entdo o entendimento do mecanismo de
desestabilizacao da catepsina B a partir dos movimentos da enzima durante as
simulagdes, resultados estes inalcangaveis a partir de experimentos de
Difracdo de Raios X. O acoplamento de ancoramento molecular/DM é de
fundamental importancia na aplicacdo pratica do trinbmio estrutura-funcao-
movimento, possibilitando analises que revelaram detalhes importantes sobre a
dindmica da catepsina B e sua variada flexibilidade intrinseca em diferentes
condigdes. Em futuros trabalhos com inibidores, tais dados serao valiosos para

que se obtenham melhores resultados do que os ja relatados na literatura.
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Capitulo 2: Interacao entre diferentes formas da

endostatina e heparina: um novo modelo de interagao.
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1 - A antiangiogénese e a endostatina

Devido a importdncia da angiogénese para o estabelecimento dos
tumores sélidos, diversos grupos de pesquisa vém se empenhando em estudar
uma estratégia de combate aos tumores visando inibir o processo angiogénico
promovida pelos mesmos. Dessa forma surgiu entdo a estratégia
antiangiogénica que se destaca pelo ataque indireto ao tumor. Esta abordagem
apresenta-se como uma alternativa complementar aos tratamentos

convencionais que sao largamente utilizados.

A principal vantagem da antiangiogénese é justamente o alvo celular
visado: as células endoteliais constituintes dos vasos. O fato de serem células
normais, logo geneticamente estaveis, as taxa de mutagdes observadas séo
consideravelmente mais baixas que as das células tumorais. Logo, torna-se
mais facil se desenvolver uma terapia voltada para este tipo celular, em
comparagao ao se focar nas populagdes tumorais heterogéneas (Folkman,
2006).

Em 1997 foi descoberta a proteina endostatina (O’'Reily et al, 1997),
apontada na época da descoberta como a possivel cura do cancer. Os
primeiros experimentos utilizando a proteina como fator antiangiogénico em
modelos de tumores em camundongos apresentaram resultados
impressionantes, visto a capacidade da proteina de reverter alguns tipos de

tumores e manté-los em estado dormente (O’Reily et al, 1997; figura 28).
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Figura 28. Resultados dos primeiros experimentos utilizando a endostatina, mostrando
reversdo do tumor (O'Reily et al, 1997) (A). E mostrado que o tratamento com a proteina é

capaz de manter o tumor em volumes microscopicos (B).
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Outro trabalho publicado no mesmo ano analisou a capacidade de o
tratamento ciclico com endostatina reverter alguns tipos de tumores agressivos
e resistentes a tratamento por terapias convencionais. Observou-se que o
tratamento com endostatina além de reduzir o volume tumoral, era capaz de
manter os diversos tipos de tumores dormentes apds determinado numero de
ciclos. Portanto, o tratamento com endostatina mostrava-se eficiente e

principalmente ndo levava a resisténcia adquirida (Boehm et al, 1997).

Outra vantagem apresentada pelo uso da endostatina era o fato da
terapia com a proteina inibir apenas os vasos sanguineos derivados do
processo angiogénico induzido pelo tumor. Dessa forma nao ocorreria prejuizo
a angiogénese fisioldgica. A explicacao para este dado reside no fato de que os
vasos neo-formados no cancer sofrem estimulacdo continua do tumor, nao
sofrendo o processo de maturagdo normal. Logo, estes vasos ndo apresentam
a hierarquia normal de vasos sanguineos normalmente formados (Artérias,
capilares, vénulas), apresentando uma rede vascular desorganizada
(McDonald & Choyke, 2003).

Figura 29: Imagem de microscopia de escaneamento de elétrons (SEM) mostrando a

microvasculatura normal (a) e tumoral (b). Adaptado de McDonald & Choyke, 1993.

Alem disso, na periferia desses vasos nota-se grande extravasamento
de sangue, fato ndo observado na vasculatura normal. A ocorréncia deste
extravasamento deve-se ao fato dos vasos neo-formados ndo apresentarem
estruturas como: membrana basal e pericitos (células murais), os quais sao

encontrados nos vasos normais (McDonald & Choyke,2003). Logo, ha claras
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diferencas entre a vasculatura tumoral e os vasos normalmente formados, o
que facilita o entendimento da seletividade da endostatina em bloquear apenas

0 processo angiogénico tumoral sem prejuizo as células normais.

A terapia com endostatina foi apresentada entdo como uma opcgao de
tratamento que unia a eficacia no combate a tumores com baixa ou nenhuma
toxicidade nos modelos murinos. Discute-se que um dos motivos principais do
sucesso obtido com a endostatina deve-se ao seu amplo espectro de agao, ja
que experimentos utilizando micro-arranjos de DNA mostraram que a

endostatina é capaz de regular 12% do genoma (Abdollahi et al, 2004).

Em 2000, foram realizados os primeiros testes clinicos com a proteina
em pacientes resistentes a terapias convencionais. Contudo, em comparacgao
ao que se observou no tratamento de tumores em camundongos, nao foi
observada a reducio dos tumores humanos com o tratamento com endostatina
(Eder et al, 2002; Herbst et al, 2002; Kullke et al, 2005). Concluiu-se entdo que
0 uso de um tratamento experimental do qual o mecanismo de agédo nao é bem
conhecido pode acarretar em complicagdes na transposi¢ao do uso da proteina

de camundongos para humanos.

Portanto, o maior foco de pesquisa na area gira em torno do
esclarecimento do mecanismo de acdo da proteina, o que requer um
conhecimento de sua estrutura e de seus possiveis ligantes fisiolégicos. Assim,
faz-se importante uma investigagao sobre o modo de acgao preciso da proteina
em humanos para que se possa desenvolver uma forma de potencializar sua

acao.
2 — Detalhes estruturais

No trabalho em que a endostatina humana foi resolvida por Difragao de
Raios-X, foi apontada a necessidade do ion zinco (Zn+2) na formacdo de
dimeros (Ding et al, 1998). A figura 30 mostra a estrutura cristalografica da
endostatina humana e sua organizagao em dimeros, contrastando com a forma
monomérica mostrada para a proteina murina (Hohenester et al, 1998;
Hohenester et al, 2000).
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Figura 30: Representagdo em cartoon com programa VMD (Humphrey et al, 1996) do dimero
de endostatina resolvido por Difragdo de Raios-x (cédigo PDB: 1BNL) (Ding et al, 1998). As

esferas em cinza correspondem aos ions zinco presentes na interface dimérica.

Como mostrado na figura 30, os ions Zn?* encontram-se na regido de
interface dimérica, especificamente nas regides N-terminal de cada monémero
sendo coordenados por His 1, His 3, His 11 e Asp 76 (Ding et al, 1998). Esta
regido mostrou-se conservada na estrutura da endostatina murina (Hohenester
et al, 1998; Hohenester et al, 2000). Certos autores ja postularam que as
funcdes antiangiogenicas da proteina s&o dependentes da ligacdo ao cation
(Bohem et al, 1998). Ha autores que inclusive propuseram que a adi¢do de um
fragmento ligante de Zn2+ tornaria a molécula mais estavel e resistente ao

calor, pH e outras condi¢des desfavoraveis (Han et al, 2007).

Em 2001 foi realizado um trabalho analisando a capacidade de dimeros
ligados covalentemente e de mondmeros em desorganizar vasos formados em
modelos in vitro, utilizando ensaios de matrigel (Kuo et al, 2001).
Curiosamente, apenas os dimeros apresentaram o efeito desestabilizador de
vasos, gragas ao que foi descrito como efeito motogénico da endostatina sobre
as celulas endoteliais. Recentemente nosso grupo demonstrou que a
oligomerizacdo ocorre quando formas recombinantes da proteina sé&o
expressas em P. Pastoris em pH neutro. Os resultados obtidos sugerem que a
endostatina inicialmente deve atingir seu alvo sob a forma dimérica provocando

a desestabilizagao dos vasos sanguineos (Limaverde, 2005).

Outro dado estrutural que foi destacado na estrutura obtida por Difracéo
de Raios-X foi a presencga significativa de residuos de arginina (aminoacidos
carregados positivamente) na superficie da molécula (Hohenester et al, 1998;

Ding et al, 1998). Na ocasiado, foi apontado que estes residuos formavam dois
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agregados (clusters) bem definidos, os quais seriam determinantes para
interagcbes com glicosaminoglicanos de heparan sulfato (Hohenester et al,
1998).

3 — Interagao com glicosaminoglicanos

A hipdtese da interagdo da endostatina com glicosaminoglicanos de
heparan sulfato surgiu a partir do processo de isolamento da endostatina a
partir do meio condicionado derivado de um tumor, no qual se utilizou a
metodologia de fracionamento em coluna de afinidade de heparina (O'Reily et
al, 1997). Devido a similaridade estrutural entre a heparina e o heparan sulfato

foi proposto que o GAG seria um possivel ligante fisiolégico da proteina.

A importancia da interagdo com o heparan sulfato, amplamente presente
na superficie das células endoteliais, seria que a endostatina competiria com
fatores de crescimento que necessitam se ligar aos GAGs para que cheguem
aos seus receptores (Reis et al, 2005). Outro trabalho apontou a competicéo
entre a endostatina e o VEGF por um dos tipos de receptor (KDR / Flk-1) do
fator angiogénico (Kim et al, 2002).

Ja foi mostrado inclusive a ligagdo da endostatina a glipicans, os quais
sdo proteoglicanos de heparan sulfato encontrados na superficie celular
(Karumanchi et al, 2001). Neste trabalho mostrou-se que a presenca deste
proteoglicano é fundamental para que a endostatina exer¢ca seu efeito
antimigratorio em células estimuladas com VEGFq,1. Apontou-se na ocasido
que a interagao com o GAG seria importante para a apresentagao da proteina

ao possivel receptor da proteina (Karumanchi et al, 2001).

A possivel regido de interagdo com GAGs foi caracterizada em um
estudo publicado em 1999, onde foi utilizada a técnica de mutacéo sitio-dirigido
(Sasaki et al, 1999). Nesta ocasido mostrou-se a necessidade de
heparina/heparan sulfato para que a endostatina fosse capaz de inibir a
formagado de vasos em ensaios de angiogénese em membrana corio-alantdica
(Sasaki et al, 1999).

A informacao gerada por este estudo serviu como base para que anos

depois Kreuger e colaboradores propusessem um modelo de interagcéo entre a
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endostatina e sequéncias de heparan sulfato, contudo foi proposta apenas a
interacdo entre mondmeros e o0 GAG (Kreuger et al, 2002). Na ocasiao discutiu-
se que a homogeneidade de cargas da heparina levaria a presenga de
interacbes nao especificas com a regido compreendida entre os “clusters” de

argininas expostas (Kreuger et al, 2002).

O presente trabalho visa estudar computacionalmente a interacédo entre
a proteina e um polimero de heparina. Tomaram-se como base duas hipoteses
recorrentes na literatura: (1) qual das formas (monomeérica ou dimérica
apresentaria os efeitos animadores observados nos primeiros experimentos
(O’Reily et al, 1997); (2) a interacdo com glicosaminoglicanos, postulada como
importante na atividade da enzima, seria influenciada pela oligomerizacdo da
proteina? (Kuo et al, 2001; Calmpp et al, 2006). Logo, avaliou-se a interacéo
entre ambas as formas e um polimero de heparina buscando compreender o

mecanismo envolvido e visando definir sitios e contatos entre as moléculas.
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4 - Objetivos Especificos

A partir dos dados na literatura sugerindo a importancia da interagao
entre a endostatina e a heparina, como modelo de heparan-sulfato, decidiu-se
realizar um estudo in silico verificando do ponto de vista atomistico/molecular

a interagao entre essas moléculas.

Primeiramente utilizou-se a metodologia de ancoramento molecular para
entender a viabilidade e especificidade da interacdo. Esta metodologia visa a
montagem de complexos moleculares de mais baixa energia para simulagdes
de Dinédmica Molecular, com a qual & possivel melhorar a adaptagao
conformacional entre ambas e avaliar o comportamento das mesmas em

solucéo.

Foram realizadas simulacdes de Dinamica Molecular para se estudar os
movimentos dos atomos do sistema e, dessa forma, analisar em 3ns de
simulacao as flutuagcbes estruturais e estabilidade dos complexos. Para a
execucao desta técnica foi necessaria a parametrizagdo da molécula de
heparina para o campo de forcas GROMOS96 (Van Gusteren e Berendsen,
1997), adequado para estudos em proteinas, mas até entdo carecendo de

dados para polissacarideos.
Os objetivos especificos do trabalho sao:

e Utilizando a técnica de ancoramento molecular realizar uma
busca por completos de menor energia entre a endostatina e a
heparina.

e A partir dos resultados de ancoramento, realizar estudo de
Dindmica Molecular nos complexos de mais baixa energia
encontrados, buscando verificar a estabilidade dos mesmos.

e Analisar detalhadamente a interacdo molecular verificando os
principais componentes  energéticos responsaveis pela
estabilizagcdo dos complexos.

e Com base nas analises realizadas, discutir um novo modelo de
interagao entre a endostatina e glicosaminoglicanos.
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5 — Procedimentos
5.1 — Parametros para realizagdao de ancoramento molecular

Utilizou-se o dodessacarideo de heparina (cédigo PDB: 1HPN) (Mulloy
et al, 1993) como ligante. A estrutura da endostatina humana utilizada foi a
resolvida em dimeros (codigo PDB: 1BNL) (Ding et al, 1998). Para os calculos

com o monémero, uma das subunidades do dimero foi selecionada.

O programa Autodock 3.0 (Morris et al, 1998) limita em 32 o numero de
torsbes a serem analisadas com liberdade de giro nos calculos de
ancoramento. Dessa forma foram escolhidas as torsdes representativas das
ligacdes glicosidicas e dos grupos sulfato para permanecerem com liberdade
de giro. A escolha foi baseada no conhecimento prévio que a estrutura geral de
qualquer polissacarideo é definida pelos angulos torisonais da ligagéo
glicosidica (Rao, 1988). Ja os grupos sulfato tém importancia na interagdo com
grupamentos carregados positivamente da proteina, logo a melhor
acomodacdo dessas regides € fundamental para resultados acurados de

ancoramento molecular.

Utilizou-se o modulo Autogrid presente no pacote Autodock para a
geracdo de malhas (grids) de interagdo cobrindo os campos eletrostaticos
carregados positivamente obtidos nas analises de superficie eletrostatica. O
espacamento utilizado foi de 498 A. Foram realizados 100 calculos de
ancoramento em uma populacéo inicial de 200 individuos. As solug¢des foram
separadas em clusters de até 2 A de desvio médio quadratico (RMSD). Os

clusters foram entdo ranqueados de acordo com seus valores energéticos.
5.2 — Parametros utilizados na DM

As simulagdes foram realizadas em solvente explicito utilizando uma
camada de 15A de solvente ao redor do soluto o qual correspondia aos
complexos obtidos por ancoramento molecular. Utilizou-se uma caixa de agua
cubica em condigcdes periddicas de contorno contendo aproximadamente
68.395 moléculas de agua do tipo SPC (Single Point Charge) (Berendsen et al,

1981) nas simulagdées com o dimero. Ja na simulagdo com o mondmero de
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endostatina a caixa continha aproximadamente 38.813 moléculas de agua.

Contra-ions (Na*) foram utilizados para neutralizar os sistemas.

Para minimizacdo de energia foi utilizado um protocolo de trés etapas:
inicialmente utilizou-se o0 método do maximo declive em duas etapas, sendo a
primeira com os atomos pesados do soluto com posi¢cdes restringidas e na
segunda com todos os atomos livres. A seguir aplicou-se o0 método do
gradiente conjugado para uma melhor otimizacdo das geometrias antes da

dindmica molecular.

O protocolo de DM se iniciava com a simulagédo de 500 pico segundos a
310K em cada sistema, mantendo os atomos pesados com posicdes
restringidas. Nesta etapa utilizou-se uma distribuicdo randémica de Boltzmann
para a geragao das velocidades iniciais. Em seguida, um nano segundo de DM
com todos os atomos livres foram simulados para a termalizagao e equilibracao
do sistema. Apds todas estas etapas foram realizadas simulagcdes de 3 nano

segundos para a aquisigao de dados.

Os tempos de integracdo utilizados foram de dois fento segundos.
Utilizaram-se os métodos de vinculo LINCS (Hess et al, 1997) e SETTLE
(Miyamoto & Kollman, 1992) para correcédo das ligacées do soluto e da agua
respectivamente. Temperatura e pressao foram mantidas constantes a 310K e
1 atm respectivamente utilizando acoplamento de Berendsen (Berendsen et al,
1984). Interagdes eletrostaticas foram calculadas utilizando o método PME
(Particle Mesh Ewald) (Darden et al, 1993) com raio de corte de 10 A.

Interagdes de Van der Waals foram tratadas utilizando raio de corte simples de
10A.

5.3 — Analise da area de interagao endostatina-heparina

Utilizou-se o programa SURFINMD (Limaverde, 2005), desenvolvido por
nosso grupo, para as analises de area meédia intermolecular. O programa
realiza um calculo eletrostatico para cada ponto gerado a partir do algoritmo
para geracao de superficie acessivel de Connoly (Connoly, 1983). Dessa

forma, utiliza-se uma solugdo quantitativa para analise de superficies

78



intermoleculares de complexos, a partir de multiplas coordenadas dinamicas

provenientes das trajetorias da DM.
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6 — Resultados

6.1 — Superficie eletrostatica da endostatina

A analise da superficie eletrostatica da endostatina revelou a importancia
dos dominios formados por argininas superficiais. Este residuo aminoacido
apresenta em sua estrutura o grupamento arginal, que lhe confere o carater
positivo em solugéo fisioldgica (pH 7,4). Seu maior numero confere a proteina a
carga liquida +7, que nao é distribuida homogeneamente na superficie (Figura
31), gerando sitios promissores para a interagdo com grupamentos de cargas

opostas como os GAGs.

A B

Figura 31: (A): Estrutura do aminoacido arginina. (B): Superficie eletrostatica de Poisson-
Boltzmann da endostatina, calculada com o programa APBS e visualizada com o programa
Pymol (De Lano, 1998) (azul: positivo; vermelho: negativo; branco: neutro). As argininas
representadas (R) correspondem as descritas em Sasaki et al, 1999 como formadoras dos

“clusters” primario e secundario.

Foi realizada a analise da isosuperficie eletrostatica da proteina, para
checar o alcance dos campos eletrostaticos com a mesma intensidade (figura
32). A importancia da analise se da pela possibilidade do mapeamento das
possiveis regides de interagdo com GAGs, ja que se espera que as regides
mais positivas da proteina exer¢gam forte atracdo aos grupos sulfato presentes

nos acucares.
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¢ No quadro preto: Campo
eletrostéatico primario (Arg 27,53,128 e
129)

e No quadro laranja: Campo
eletrostatico secundario (Arg 62,63)

e No quadro verde : Campo
eletrostatico terciario (Arg 99, lis 95).

Figura 32. Isosuperficie eletrostatica do dimero de endostatina. A convengéo de cargas/cores

segue a mesma regra da figura 31.

Nota-se a presenga de trés campos eletrostaticos principais com carga
positiva. Os campos definidos como primario (em preto), constituido pelas
argininas 27.53.128 e 129, e o secundario, formado pelas argininas 62 e 63 ja
se encontram caracterizados na literatura (Sasaki et al, 1999). O terceiro
campo (em verde), na face oposta da molécula, € formado pela arginina 99 e
lisina 95 e foi definido por nosso grupo como campo terciario. Como a molécula
se organiza na forma de um homodimero, os campos eletrostaticos dispoem-se

em pares sendo exatamente iguais em cada monémero.
6.2 — Obtencao dos complexos endostatina — heparina

Como descrito na se¢do metodologia, foi utilizado o programa Autodock
3.0 para as simulagdes de ancoramento molecular. O programa limita em 32 o
numero maximo de torgdes representadas para os calculos, fato este que
impediu a representacao de todas as torcdes no dodessacarideo de heparina
utilizado, ficando a proteina ainda completamente rigida. Foram escolhidas as
torcbes que representavam os angulos diedrais ® e y das ligagbes
glicosidicas, além das tor¢des nos angulos dos grupos sulfato (Limaverde,
2005).

Nos complexos com o monémero de endostatina, o polissacarideo de
heparina interagiu preferencialmente com os agregados de argininas primario e
secundario. Ja para o dimero, observaram-se dois padrdes de interacio:
transversal e longitudinal (figura 33). No primeiro a heparina interage
principalmente com os campos primario e secundario de argininas de

mondémeros diferentes cruzando transversalmente a interface dimérica. Ja nos
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complexos longitudinais a heparina faz contato com os campos primario e
secundario de um mesmo mondmero além de interagir com o campo terciario

do outro monémero (Limaverde, 2005).

Figura 33: Complexos entre o dimero e a heparina de menor energia obtidos apos
ancoramento molecular com AUTODOCK. Nota-se a preferéncia pela interagdo nas formas

transversal e longitudinal.

Os complexos de mais baixa energia foram selecionados de acordo com
o critério energético. Entretanto obtiveram-se valores positivos de energia para
ambas as formas (223 + 36 para o mondbmero / 48 £ 3 para o dimero). A
simples analise dos valores energéticos positivos obtidos indicaria que os
complexos obtidos ndo seriam favoraveis. Porém analisando-se o0s
componentes energéticos da energia de ancoramento foi possivel observar-se
que a energia positiva era proveniente do termo responsavel pelas torsdées do
ligante. Como a heparina se dobra consideravelmente para satisfazer as
interagcdes com 0s campos energéticos a energia torsional do ligante aumenta
consideravelmente. Para verificar essa hipotese realizou-se um experimento
controle de ancoramento molecular com a heparina rigida. Obtiveram-se
energias negativas de ancoramento além do total acordo com os resultados
obtidos utilizando a heparina flexivel (dados n&o mostrados). Logo, os
complexos obtidos seriam favoraveis e foram selecionados os de menores

energias para simulagdes de DM.
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Figura 34: Complexos de mais baixa energia selecionados para simulagbes de DM.

6.3 — Sistemas simulados

Trés sistemas foram submetidos as simulacdes de dindmica molecular,

realizadas seguindo o protocolo descrito na secdo apéndices. Os sistemas

simulados foram os seguintes:

Sistema simulado

Abreviatura/cor

mondmero + heparina Complexo 1
dimnero + heparina transversal Complexo 2
dimnero + heparina longitudinal Complexo 3

Tabela 5: Sistemas submetidos as simulagdes de DM.

Estes sistemas serao citados conforme as abreviaturas apresentadas na

tabela 5, ja nas figuras o cddigo de cores sera sempre mantido.
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6.4 — Analises das flutuagoes dos complexos

Os complexos obtidos por ancoramento molecular foram submetidos a
simulagdes de 3ns de DM apods todas as etapas prévias de termalizacao e
equilibracdo. Primeiramente analisou-se a evolugcédo temporal do desvio da raiz
quadratica média (RMSD) durante a simulagdo. As estruturas escolhidas como

referéncias foram os complexos obtidos por ancoramento molecular

Os desvios observados oscilaram em torno de 0.3 — 0.5 nm indicando
pouca variagao em relagao as estruturas de referéncia. A flexibilizacao total da
heparina, das cadeias laterais e do esqueleto da proteina possibilitou uma
maior complementaridade estrutural e eletrostatica no complexo, causando os
desvios observados em relagdo as estruturas iniciais. No dimero com a
heparina na posigao transversal o desvio chegou a superar 0,5 nm, enquanto
que com a heparina longitudinal houve uma tendéncia a estabilizagdo em torno
de 0,4 nm (figura 35).
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0,1 ——Complexo 3
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Figura 35: Analise das flutuagbes dos complexos mostrando baixos desvios (RMSD) para

todos os sistemas simulados.

84



6.5 — Analise das energias de interagao endostatina — heparina

A analise da energia de interagdo é de suma importancia para avaliar a
interacao entre as moléculas. A analise € realizada considerando-se os termos
de van der Waals e Coulomb somando-se as contribuicdes de todos os
atomos, em cada unidade do complexo, para a obtengdo do valor da energia

de interagcao endostatina-heparina.

Energias mais baixas obtidas representam complexos mais estaveis.
Dessa forma, pode-se avaliar durante a Dinamica Molecular se houve maior
adequacao entre as estruturas dos complexos e melhores interagdes entre as
moléculas. Como mostra o grafico a seguir (figura 36), para todas as estruturas
simuladas, notou-se uma diminuicdo da energia total de interagdo entre a
proteina e o polissacarideo. Isto vem de encontro a estabilizacdo dos desvios
globais (RMSD) observados na figura 35, os quais correspondem as alteragcbes

conformacionais que permitiram maior adaptagao entre as estruturas.

—Complexo 1
-200 — Complexo 2
— Complexo 3

Energia (KJimol)

i Hm !

'12[“:' L) i I I T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Tempo (ps)

Figura 36: Energias de interagdo endostatina — heparina mostrando melhor acomodacao das
estruturas dos dimeros (diminuigdo das energias) durante a MD. Para o mondmero notou-se

uma tendéncia a estabilidade das energias (em preto).
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6.6 — Analise da area de interagao endostatina — heparina

A partir das trajetorias das dinamicas foi possivel a verificagdo, sob o
ponto de vista atomistico, da area de contato intermolecular entre endostatina e
heparina. Esta analise foi utilizada para se definir as principais regides de
contato entre as moléculas, a qual ja foi caracterizada experimentalmente para
o monémero de endostatina (Sasaki et al, 1999). A simulagdo com o0 monémero
foi utilizada para comparagao com tais resultados visando checar a robustez do

calculo para que o mesmo pudesse ser aplicado ao dimero.

A analise da superficie de interagdo entre a proteina monomérica e o
agucar mostrou as argininas superficiais como residuos de maior interagdo com
o polimero de heparina. O resultado obtido (figura 37) reforca um dado
experimental onde foi relatada a predominancia destes residuos na interacao,
sugerido com o uso de mutacgao sitio dirigido (Sasaki et al, 1999). As argininas
53, 62, 63 e 129, descritas como cruciais para a interagdo com heparina pelo
grupo de Sasaki, deram importantes contribuicbes para a interface
intermolecular com a heparina na simulagdo com o mondmero. Observou-se
ainda que outros residuos também apresentaram area significativa de interagéo

(acima de 20 A2’ : histidina 1, arginina 38, alanina 43, glicina 44, treonina 45 e

leucina 54.
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Figura 37. Analise da area de interacdo dos residuos do mondmero com a heparina.
Destacadas em azul estdo as argininas (ARG) superficiais, as quais apresentam maiores

areas de interacao.
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Ao analisar os resultados com o dimero separou-se a sequéncia em 2
cadeias, cada uma correspondente a um monémero. No complexo dimero
transversal - heparina notou-se majoritariamente interagdes com os residuos
presentes na interface dimérica: metionina 179, treonina 180, serina 182-
pertencentes a cadeia A , além do contato com as argininas do campo

eletrostatico secundario (62 e 63) (figura 38).
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Figura 38: Area média de interacdo para o complexo dimero — heparina transversal. As
argininas presentes em um dos campos eletrostaticos primarios do dimero com interagéo

significativa estdo destacadas em azul.

Analisando-se o complexo dimero — heparina longitudinal notou-se
interacbes com as argininas 62 e 63 (figura 39), assim como visto
anteriormente. Estas argininas s&o formadoras de um agregado secundario
fundamental para interacdo entre o monémero e a heparina. Além destes
residuos, contribuem significativamente na interagdo: lisina 95, prolina 96,
argininas 156 (cadeia A) e argininas 53 e 129, leucina 54, serina 59, lisina 183
(cadeia B).
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Figura 39: Area média de interagdo para o complexo dimero — heparina longitudinal. A
convencao de cores segue a mesma das figuras 37 e 38 destacando a interagdo com as

argininas superficiais.

Os resultados obtidos para o monémero indicaram a interagdo com o
campo eletrostatico primario e secundario conforme esperado. Ja para o
dimero, destaca-se também a interacdo significativa de residuos néao
carregados com o polissacarideo, o que indica baixa especificidade da
interagcdo. Devido ao fato da heparina ser repleta de grupos sulfato, espera-se
que os contatos sejam majoritarios nas regides carregadas positivamente da
endostatina. Apesar de os sitios positivos da proteina constituiram boa parte da
superficie, os mesmos sdo bem definidos e espagados por regides sem carga.
Logo, a endostatina apesar de ser majoritariamente positiva em sua superficie
€ também marcadamente heterogénea. Dessa forma, a homogeneidade de
cargas da heparina levou a presenca de regides de interacdo nao especificas

com a proteina.
6.7 - Analise de ligagoes hidrogénio durante a dindmica molecular

A analise de ligacdes hidrogénio formadas durante a dindmica fornece
um dado importante na avaliacdo das interagcdes entre a proteina e o
polissacarideo e da possivel especificidade nessas interagcdes, que pode ser
caracterizada pelas ligagbes de hidrogénio mais prevalentes. Ja que este tipo
de interagcao nao covalente representa uma contribuicdo energética significativa

na estabilizacdo de estruturas e complexos moleculares, o numero médio de
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ligacdes durante a dindmica pode representa um dado importante no estudo da

interagc&do entre as moléculas — heparina e endostatina.

Para o complexo monémero — heparina, o numero medio de ligacdes
hidrogénio permaneceu estavel durante toda a simulagdo, em torno de 15
ligagcbes-H. Para o complexo dimero transversal — heparina a analise revelou
certa flutuagdo, com uma média de cerca de 10 ligagcées-H, mas flutuagdes
entre 5 e 15 ligacdes-H (figura 40). Nota-se um paralelo com o maior valor de

RMSD para este complexo (figura 35).
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Figura 40: Numero médio de ligagdes hidrogénio durante a DM. Em preto: complexo 1; em

azul: complexo 2; em vermelho: complexo 3.

Com relacédo ao complexo 3, observou-se, apds aproximadamente 1500
ps de simulagdo, um aumento do numero médio de ligagdes para cerca de 15
ligagbes-H, concordando com a maior estabilidade (menor RMSD; figura 35) e
menor energia de interagdo para este complexo.em comparagao ao transversal
(figura 36).

Analisou-se também a prevaléncia das ligagées hidrogénio entre a
proteina e a heparina formadas durante a DM. Para tornar a analise mais clara,
numerou-se cada unidade da heparina de 1 a 12 (dodessacarideo). Dessa
forma, poder-se-ia separar qualitativamente as regides centrais das

fextremidades da molécula (figura 41).
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Figura 41: Esquema representativo da molécula de heparina separando o dodecassacarideo

em unidades monoméricas coloridas e numeradas sequencialmente.

A tabela 6 discrimina os residuos com maiores prevaléncias durante a

simulagao.
Ligag6es Hidrogénio no complexo 1 durante a DM
Interacao Tipo Prevaléncias
His 1 — HEP 11 SC/80, 16 %
Arg 47 — HEP 10 SC/80, 34 %
Arg 53 — HEP 2 SC /S0, 43 %
) 54 %
Arg 53 — HEP 3 Sc/coo ’
SC /80, 69 %
Arg 62 - HEP 7 SC /S0, 54 %
MC /SO, 46 %
Arg 63 - HEP 7
SC /80, 40 %
Ala 64 — HEP 8 MC /SO, 39 %
) 40 %
Arg 129 — HEP 5 SC/C00 °
SC /S0, 70 %
Thr 131 - HEP 4 SC /S0, 55 %

Tabela 6: Ligacbes hidrogénio entre a endostatina monomérica e a heparina (complexo 1). A
molécula de heparina foi numerada conforme a figura 41 Os atomos participantes das ligacdes
hidrogénio sdo oriundos de: cadeia lateral (SC); cadeia principal (MC); grupo sulfato (SO3);
carboxila (COO).

A andlise das prevaléncias das ligagdes hidrogénio entre 0 monémero e

a heparina revelou que as argininas dos campos primario (47, 53, 129) e
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secundario (62, 63) foram os residuos com maiores prevaléncias durante a
simulagdo. Nota-se também a predominadncia da formacdo de ligagdes
hidrogénio envolvendo os grupos sulfato (SO3) da heparina em comparagao as
carboxilas (COO").

As regides dos campos eletrostaticos principais apresentaram as
maiores areas de interagdo entre as moléculas conforme ja mostrado, o que
comprova os achados experimentais onde se caracterizou as argininas de
ambos os sitios como as principais regides de interacdo com a heparina
(Sasaki et al, 1999). A anadlise de ligagdes hidrogénio mostrou a importancia
deste tipo de interagdo na estabilizagdo do complexo, ja que os valores de
prevaléncia foram consideravelmente altos e o numero de residuos envolvidos

foi significativo.

Ja para o dimero transversal verificou-se que o campo secundario de
argininas (Arg 62 e 63) interage fortemente com a heparina. Entretanto, notam-
se diversos contatos entre outras regides da endostatina com o GAG,
destacando a formagao de diversos contatos na regiao C-terminal da proteina
(Ser 182/ Lis 183) (tabela 7).
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Ligagcdes Hidrogénio no complexo 2 durante a DM

Interagao Tipo Prevaléncias

SC /S0, 40 %

Arg 62 — HEP 4
SC/CO0 33%
Arg 63 —HEP 5 SC/80, 33%
CADEIA A Ala 64 — HEP 6 MC /S0, 45 %
MC /SO, 60 %

Thr 180 — HEP 3
SC/80, 80 %
Ser 182 —HEP 3 MC /80, 57 %
Lis 183 — HEP 2 SC/ 80, 25%
SC/80, 27 %

Arg 62 — HEP 12
SC /S0, 38 %
Arg 63 — HEP 12 SC/80, 30 %
Ala 64 — HEP 12 SC/80, 34 %

CADEIA B

MC / SO, 71 %

Ser 182 — HEP 11
SC/CO0 65 %
MC / SO 35 9
Lis 183 - HEP 11 3 °
SC/80, 26 %

Tabela 7: Liga¢des hidrogénio entre a endostatina dimérica e a heparina (complexo 2). A
molécula de heparina foi numerada conforme a figura 41 Os atomos participantes das ligagdes
hidrogénio s&o oriundos de: cadeia lateral (SC); cadeia principal (MC); grupo sulfato (SO;);

carboxila (COQ"). Cada cadeia (A e B) corresponde a uma unidade monomeérica.

A regidao C-terminal da proteina, localizada espacialmente proxima a
interface dimérica, contém a lisina 183 que atrai os grupos sulfato do agucar
levando também a aproximacao da serina 182. Dessa forma, ha formacao

fconsideravel de ligagbes hidrogénio entre estes residuos e a heparina.

Outro dado importante a ser extraido a partir da analise da tabela 7 é
que a formacgao de ligacdes hidrogénio com a heparina se da preferencialmente
com as extremidades do agucar (HEP 3-4 / 11-12). Este dado é surpreendente
ja que neste complexo a heparina interage diretamente com a interface

dimérica (figura 34). Logo, esperava-se maiores interagdes com as regioes
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centrais do GAG. Este efeito pode ser explicado devido ao fato de a interface

dimérica ser composta majoritariamente de aminoacidos apolares (figura 42).

Area de Interface Dimérica

250 -
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200 -

150 -
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3l positivos

Tipo de aminoacido

Figura 42: Area de interface dimérica discriminada por tipo de aminoacido.

Portanto, a baixa interacdo das regides centrais da heparina com a
endostatina aponta a inespecificidade da interagdo desta regido do GAG com a
proteina. Tal fato decorre da homogeneidade da heparina, repleta de grupos
sulfato por toda sua estrutura, o que acarreta em interagdes favoraveis apenas
com as regides carregadas e suas adjacéncias. Em contrapartida, regides
apolares da proteina, tais como a da interface, nado interagem bem com
moléculas positivas, o que explica a analise de ligagbes hidrogénio para este

complexo.

Em seguida analisou-se a prevaléncia das liga¢des hidrogénio presentes

no complexo 3 (tabela 8).
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Ligagoes Hidrogénio no complexo 3 durante a DM
Interagao Tipo Prevaléncias
MC / SOS 89 %
Arg 27 — HEP 1
SC/ 80, 33 %
Ser 52 - HEP 2 SC /S0, 65 %
Arg 53 — HEP 2 SC/ 80, 40 %
CADEIA A MC / SO3 53 %
GIn 55-HEP 3
SC/ SO3 40 %
Arg 62 — HEP 4 SC/ SO, 77%
Arg 62 — HEP 5 SC/SO3 64 %
MC /SO, 74 %
Arg 63 — HEP 4
SC/SO3 41 %
Gli 154 — HEP 10 MC /SO, 61 %
MC / SO3 39 %
CADEIA B Arg 156 — HEP 12
SC/ SO3 62 %
Arg 156 HEP 11 SC/ 803 55 %

Tabela 8: Ligagdes hidrogénio entre a endostatina dimérica e a heparina (complexo 3). A
molécula de heparina foi numerada conforme a figura 41. Os atomos participantes das ligagoes
hidrogénio sdo oriundos de: cadeia lateral (SC); cadeia principal (MC); grupo sulfato (SO3);

carboxila (COQ"). Cada cadeia (A e B) corresponde a uma unidade monomeérica.

Nota-se claramente, apds a observacao da tabela 8, a importancia das
argininas dos campos primario (27, 53), secundario (62, 63) e a regidao da
arginina 156. Como ja visto nas analises anteriores, residuos nas adjacéncias
destas argininas (Ser 52, GIn 56, Gli 154) também interagiram de forma
significativa. Além disso, observou-se novamente a interacao com as regides
de extremidade do acucar, o que pode ser explicado mais uma vez pelo fato da

interface dimérica ser majoritariamente aploar (figura 41).

A partir das analises tanto globais (RMSD, energias de interagao) quanto
especificas (area de interface, ligacbes hidrogénio), torna-se possivel a
proposicao de um novo modelo de interagao — entre os dimeros de endostatina

€ a heparina.
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7 — Conclusoes parciais

Apesar de a endostatina inicialmente ter sido apontada como a possivel
cura do cancer gragcas aos resultados expressivos alcangados nos
experimentos iniciais com a proteina em camundongos, os testes clinicos em
pacientes humanos ndo alcangaram tal éxito. Hoje em dia, ha uma vasta
literatura na qual se encontram propostas a respeito do mecanismo de acao da
proteina. A interacdo com integrinas da familia asB1 parece ser fundamental
para a agao da endostatina (Rehn et al, 2001), fato que as colocam na posicéo

de provavel receptor celular da proteina.

Os proteoglicanos de heparan sulfato tém importancia reconhecida na
angiogénese, sendo o FGF (fator de crescimento de fibroblastos) o exemplo
mais marcante da relagao entre glicosaminoglicanos e o crescimento de novos
vasos. Este fator de crescimento é um potente ativador de angiogénese que
para interagir com seu receptor tirosina cinase necessita da ligagdo com
proteoglicanos de heparan sulfato, formando um complexo ternario levando a
ativacdo de vias de sinalizagdo que levam ao processo angiogénico
(Schlessinger et al, 2000).

A possivel interagdo da endostatina com proteoglicanos de heparan
sulfato seria importante para a antiangiogénese por (i) os proteoglicanos seriam
necessarios para a apresentacao da endostatina ao seu receptor celular —
como proposto na hipétese de interagdo com integrinas asB+; (ii) na competicao
por fatores de crescimento que necessitam da ligacdo ao heparan sulfato para

promover seus efeitos — como exemplo o FGF.

A ligagdo da proteina ao heparan sulfato é fundamentada pelo dado
experimental de a endostatina ser facilmente purificada em colunas de
afinidade por heparina — um glicosaminoglicano estruturalmente relacionado
com o heparan sulfato. Outra importante evidéncia foi relatada no cristal da
proteina (Hohenester et al, 1998; Ding et al, 1998) onde se mostrou a presenca
de “clusters” de argininas expostas na superficie, que conferem forte carga
positiva (+7) a proteina (Sasaki et al, 1999). A presencga destas argininas €
fundamental para a interagcdo com os grupamentos sulfato presentes no

glicosaminoglicano.
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Ha na literatura também certa controvérsia a respeito da importancia da
dimerizagdo da proteina mostrada no cristal da endostatina humana (Ding et al,
1998). Alguns grupos acreditam que tal estruturacdo ndo tenha relevéncia nos
efeitos antiangiogénicos da proteina. Porém ja foi mostrado a partir de ensaios
in vitro de inibicdo de angiogénese em matrigel, que apenas os dimeros
covalentes artificiais utilizados na ocasido eram capazes de reverter a
formagdo de tubos (Kuo et al, 2001). Em nosso grupo ha uma linha de
pesquisa dedicada a verificar se dimeros naturais, obtidos através da
expressao em leveduras sob condicbes de pH alcalino seriam capazes de
alcancgar este mesmo resultado na reversao de tubos. Os resultados obtidos
mostram a capacidade apenas dos dimeros naturais na reversdo de tubos, e
corroboram com a hipotese de que a estrutura quaternaria da proteina
mostrada no cristal tem grande importancia para efeitos antiangiogénicos da

endostatina (Limaverde, 2005).

Para melhor entender a interagdo entre a proteina e os
glicosaminoglicanos, recorreu-se as metodologias computacionais de docking e
Dinamica Molecular. Estes métodos permitem analises robustas para se avaliar
a interacdo entre proteinas e especificamente em nosso caso a ligagado da

endostatina a glicosaminoglicanos.

A analise de superficie eletrostatica realizada no comeco do trabalho
confirma o dado cristalografico onde se mostra a formacado de uma superficie
majoritariamente positiva (Hohenester et al, 1998), fato este devido as
argininas expostas. A analise da isosuperficie do potencial eletrostatico
realizada para se verificar o campo eletrostatico gerado por estas argininas
revelou trés extensos campos principais: o primario formado por Arg 27, 53,128
e 129, o secundario por Arg 62 e 63 e o terciario formado por Arg 99 e Lis 95.
Ressalta-se que para a estrutura dimérica, por se tratar de um homodimero,
encontram-se dois campos primarios, dois secundarios e dois terciarios iguais,

porém invertidos.

Os calculos de ancoramento molecular revelaram que as menores
energias obtidas se deram nos complexos com o dimero de endostatina. O

encaixe entre a proteina e o mondmero se deu conforme verificado pelo artigo
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de Sasaki e colaboradores de 1999, com a interagcdo se dando
preferencialmente na regido dos “clusters” de argininas. Para o dimero, foram
encontradas duas formas de encaixe mais favoraveis, denominadas de forma
transversal e longitudinal, devido a forma da disposicao da heparina sobre a
proteina. Este resultado pode ser importante para o entendimento das

diferencas de efeitos observados entre o dimero e o monémero da proteina.

Os resultados de RMSD para todos os complexos simulados mostraram
desvios entre 3 e 5 A. O maior desvio (5 A) foi observado no complexo formado
entre o dimero transversal e a heparina, enquanto que nos outros complexos
simulados - monémero-heparina e dimero-heparina longitudinal - observaram-
se desvios de 3 e 4 A respectivamente. Para estas duas Ultimas estruturas

simuladas, notou-se uma tendéncia a estabilizagao das flutuagdes.

O resultado da anadlise da area média de interagdo mostrou a
importancia das argininas 53 e 129 (campo primario) além das argininas 62 e
63 (campo secundario) tal qual descrito por Sasaki e colaboradores (Sasaki et
al, 1999) onde se postulou que estes residuos teriam maior interagdo com a
heparina . Destaca-se também a presenca de residuos que nao foram
relatados no artigo referido (leucina 54, arginina 156, treonina 180), os quais
tém interacdo significativa com a heparina por localizarem-se na superficie
espacialmente proximos aos campos eletrostaticos mais positivos,
provavelmente formando ligagdes hidrogénio com o polissacarideo (descritas

nas tabelas 6, 7 e 8).

A analise de energia de interacdo € de suma importancia na avaliagao
da interagdo entre as moléculas, ja que menores energias representam
maiores interagdes. Foi observada uma diminuicdo da energia total de
interacdo durante a simulagcdo para todos os complexos estudados. Tal
diminuicdo pode ser explicada pelo maior relaxamento permitido as estruturas
levando a estabilizagdo dos complexos obtidos pelo docking com a proteina

rigida.

Verificando a prevaléncia (porcentagem de permanéncia) das ligacdes
hidrogénio durante a simulagcdo do complexo dimero-heparina longitudinal,

notou-se interagcao preferencial das extremidades do polissacarideo com o
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dimero. A interpretacdo para este dado € que a heparina por ser um polimero
totalmente sulfatado, somente tem interacdo especifica mediada por carga, a
qual mostrou ser a principal neste sistema pelas simulagbes, nas regides dos
campos eletrostaticos primario e secundario. A regidao da interface dimérica
composta na maioria por residuos nao carregados e apolares tem interagao

inespecifica com os grupos sulfato da heparina.

Em 2002, Kreuger e colaboradores avaliaram a interagcdo da endostatina
com sequéncias de heparan sulfato utilizando colunas de afinidade. Neste
trabalho foi sugerido que a endostatina teria melhor afinidade por estruturas de
heparan sulfato compostas de regides sulfatadas interrompidas por ao menos
um dissacarideo contendo GIcNAc (glucosamina — N-acetilada), conforme

modelo a seguir (figura 43).

Figura 43: Modelo proposto por Kreuger em 2002 mostrando a interagao entre a endostatina e
sequiéncias sulfatadas — acetiladas - sulfatadas (SAS) de heparan sulfato. (ES): endostatina;

(R) argininas; Em vermelho — regides sulfatadas ; Em azul regides acetiladas.

A sequéncia proposta por este autor foi denominada SAS (sulfatada-
acetilada-sulfatada) e teria interacdo com grande especificidade com
monémeros de endostatina. Ressalta-se que neste trabalho o autor faz o
comentario que interagdes com tal tipo de sequéncia de heparan sulfato

ocorrem normalmente envolvendo dimeros de proteinas.

No presente trabalho, se aprofundou o estudo iniciado por nosso grupo
visando compreender a interagdo da proteina com glicosaminoglicanos tanto
na forma monomérica quanto dimérica (Limaverde, 2005). Foram obtidos
dados estruturais importantes que possibilitam a discussdao de um modelo de

interacdo com o heparan sulfato. A hipotese é baseada em sequéncias SAS
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conforme proposto experimentalmente, porém envolvendo também os dimeros

de endostatina (figura 44).

Figura 44: Novo modelo de interagao mostrando a interacao entre a endostatina dimérica e
sequéncias sulfatadas — acetiladas - sulfatadas (SAS) de heparan sulfato. (ES): endostatina;

(R) argininas; (K) lisinas ; Em vermelho — regides sulfatadas ; Em azul regides acetiladas.

Os dados de interagdo obtidos por docking e Dinamica Molecular
somados a analise de comprimento das regides de interesse, possibilitam a
proposicdo de uma sequéncia ideal SAS para interacdo com dimeros de

endostatina, esbogada no modelo a seguir.

A interagdo com tais sequéncias SAS seria mais especifica em
comparagdo com a homogeneidade da molécula de heparina. A maior
especificidade do contato entre as moléculas seria devido as regides sulfatadas
estarem proximas aos campos principais e a regido acetilada em contato com a
interface dimérica, ndo carregada. A presenga da regiao acetilada flanqueada
por regides sulfatadas, € apontada como sequéncia de melhor interagcdo com
outros sistemas ja conhecidos, como a proteina inflamatéria 1 - alfa de
macrofagos [MIP1- a](Stringer et al, 2002) ; o fator plaquetario 4 (Strtinger &
Gallagher, 1997) ; TGF-B (Lyon et al, 1997) e a interleucina-8 (Spilmann, 1998).

A estrutura da regido acetilada do heparan sulfato, € composta de
GlcA(acido glucurdnico) ao invés de IdoA(acido idurbnico). A presenga de
GIcA, que é menos flexivel que IdoA levaria a uma interagdo estavel com a
regido da interface dimérica. Além disso, sabe-se que a rotagdo permitida em

torno da ligagdo glicosidica neste monossacarideo € maior se comparada a
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verificada em IdoA (Conrad, 1998). Dessa forma, as regides sulfatadas
poderiam se adequar com maior facilidade as regides dos “clusters” de
argininas, que sao residuos que apresentam grande flexibilidade em solugéo.
Logo, ha uma base estrutural que fundamenta a hipétese da interagdo com
sequéncias SAS sugerida no artigo de Kreuger baseada apenas em dados de

interacao.

Outro dado importante que foi sugerido na literatura aponta que a
endostatina poderia ter melhor interagdo com sequéncias maiores de
glicosaminoglicanos como, por exemplo, polissacarideos de 16 repeti¢cdes
(Clampp et al., 2006). Além disso, as sequéncias de heparan sulfato com 15
repeticbes aderem melhor a uma coluna de afinidade de endostatina (Kreuger
et al., 2002). Portanto, é fundamental que se desenvolvam programas capazes
de realizar o ancoramento de ligantes maiores e que permitam que todas as

torcdes sejam satisfeitas.

Ao dispor destas ferramentas, espera-se que se abra a possibilidade da
realizacao de simulagbes de ancoramento e dinamica molecular no sistema
endostatina — heparan sulfato, buscando compreender se o dimero teria
relevancia na formagdo de complexos com este glicosaminoglicano. A
utilizacdo da heparina foi importante para se adquirir experiéncia no trabalho
com acucares, entretanto os resultados mostraram que a especificidade da
interacdo s6 pode ser alcangada com o possivel ligante fisioldgico da proteina:

o heparan sulfato.
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Perspectivas

O estudo a partir de ferramentas computacionais da interacédo catepsina
B e heparina revelou detalhes sobre um complexo mecanismo molecular até
entdo desconhecido em sua totalidade. Vale destacar também que a partir da
metodologia tedrica empregada foi possivel a melhor interpretacdo de
fendbmenos observados experimentalmente, o que mostra a importancia da

aplicagao das ferramentas de modelagem molecular na biologia estrutural.

Porém, o real intuito do trabalho com a enzima é a futura proposicao de
novos inibidores que sejam desenvolvidos levando-se em conta o
comportamento da catepsina B em diferentes pHs. Dessa forma, o estudo com
inibidores sera um dos proximos passos a serem realizados para que se
contribua de forma significativa na area de desenvolvimento racional de

farmacos voltados para o combate ao cancer.

Com relagao a endostatina, os resultados obtidos mostram a capacidade
dos dimeros, os quais sdo propostos como a forma da proteina eficaz no
tratamento, em interagir de forma estavel com um polimero de heparina. A
caracterizagdo dos sitios de interagdo é de grande importancia para a
interpretacdo de dados experimentais, onde se revelou a importancia dos
GAGs para que a endostatina dimérica exerca seus efeitos. Contudo, ha a
necessidade de estudos adicionais mostrando a importancia da interagao entre
dimeros naturais estudados por nosso grupo e os GAGs no potencial

desestabilizador de vasos da endostatina.
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