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RESUMO

Torres, Pedro Henriqgue Monteiro. Estudo do Fragmento N-Terminal da
endostatina por Modelagem e Dindmica Molecular. Rio de Janeiro, 2010. Dissertagéo
(Mestrado em Ciéncias Bioldgicas — Biofisica) no Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

A endostatina € uma potente proteina antiangiogénica derivada do colageno XVIII, cujo
mecanismo de acdo ainda ndo é completamente compreendido. Anteriormente, foi
provado que o fragmento N-terminal da endostatina, contendo 27 residuos, possui
atividade antitumoral, antimigratoria e antipermeabilidade comparaveis a da proteina
solivel integra. Para compreender como este peptideo pode exercer funcbes téo
elaboradas, neste estudo foram realizadas analises estruturais utilizando simulacGes de
dindmica molecular para avaliar o seu comportamento em ambiente aquoso. Mostrou-se
que o peptideo N-terminal da endostatina murina com 27 residuos é capaz de assumir
uma estrutura bem definida, enovelando-se em uma conformacdo de grampo-beta
dependente de zinco, o que ndo ocorre com 0 peptideo humano de mesma extensao.
Observamos que a presenca de cargas positivas conferidas por argininas em ambas as
extremidades do peptideo humano exerce repulsdo eletrostatica, gerando instabilidade.
De fato, ao simularmos um peptideo mutante sem arginina em uma das extremidades
(R4Q) e um peptideo menor (N25), eliminando uma das trés argininas, a tendéncia de
formar folhas-beta foi restaurada. Para os peptideos murino e humano, a coordenagéo do
fon zinco por trés histidinas é mantida ao longo das simulac6es de dinamica molecular,
ja no caso dos peptideos humanos N25 e mutado (R4Q) a coordenacdo é perdida
durante a simulacdo de dindmica molecular. Mostramos que um minimo de 20 residuos
€ a menor porcdo capaz de manter a conformacdo em folha-beta observada no do
peptideo murino. Finalmente, esse estudo mostrou que a conformacao de grampo-beta
assumida pelo peptideo da endostatina murina na presenca de zinco apresenta uma
grande similaridade estrutural com o dominio de ligacdo a integrina da cadeia alfa do
coladgeno 1V, presente em moléculas antiangiogénicas como arresteno, canstatina e

tumstatina.



ABSTRACT

Torres, Pedro Henriqgue Monteiro. Estudo do Fragmento N-Terminal da
Endostatina por Modelagem e Dinamica Molecular. Rio de Janeiro, 2010. Dissertacio
(Mestrado em Ciéncias Bioldgicas — Biofisica) no Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Endostatin is a potent antiangiogenic protein derived from collagen XVI1I which
mechanism of action is still not completely understood. It has been previously shown
that the 27 amino acid N-terminal fragment of murine endostatin has antitumor,
antimigration and antipermeability activities comparable to the full soluble protein. In
order to understand how this peptide can exert such elaborate function, in this work we
performed structural analysis using molecular dynamics simulation to evaluate the
behavior of this fragment in aqueous environment. Here we show that the N-terminal
peptide of murine endostatin with 27 residues is able to assume a well-defined structure,
folding into a zinc-dependent beta-hairpin conformation, in contrast to the N-terminal
peptide of human endostatin with the same length, which failed to acquire a stable
conformation. We found that the presence of positive charges conferred by arginine
residues at both ends of the human peptide produces electrostatic repulsion, thus
generating instability. In fact, the simulation of a mutant peptide without an arginine at
one end (R4Q) and of a smaller peptide (N25) without one out of three arginines,
showed that both systems tended to form beta-sheet conformations. In the case of the
murine and human peptides, the coordination of the zinc ion by three histidines is
maintained during the entire molecular dynamics simulation, but for the smaller human
peptide N25 and the mutant (R4Q) the coordination is lost. A minimum of 20 residues
is required maintain the beta-sheet conformation observed for the murine peptide.
Finally, we show that the beta-hairpin conformation assumed by the peptide of murine
endostatin with zinc has a high structural similarity with the integrin-binding domain of
the alpha chain of collagen 1V, present in antiangiogenic molecules like arresten,

canstatin and tumstatin.
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Abreviagdes

A Angstron

Ang?2 Angiopoietina 2

CG Gradientes Conjugados

ECM Matriz Extracelular

EGF Fator de Crescimento Epidérmico

ES Endostatina

F.D.A. Food and Drug Administration

FGF Fator de Crescimento de Fibroblasto
GROMACS | Groningen Machine for Chemical Simulations
IGF Fator de Crescimento Similar a Insulina

IP-10 Proteina Humana Induzida por Interferon 10
kDa Quilodalton

I-BFGS Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno de Baixa Memoria
MDR Multipla Resisténcia a Drogas

MMP Metaloprotease de Matriz

MRB Moduladores da Resposta Bioldgica

NC1 Regido N&do-colagena 1

nm Nandmetro

NO Oxido Nitrico

ns Nanossegundo

OMS Organizacdo Mundial de Saude

PD-ECGF Fator de Crescimento de Células Endotelias Derivado de Plaquetas
PDGF-B Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas
PF-4 Fator Plaquetario 4

PGF/PLGF | Fator de Crescimento Placentario

PME Particle Mesh Ewald

ps Picossegundo

RCSB Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
RF Campo de Reagéo

RMSD Raiz Quadrada do Desvio Médio

SD Méximo Declive

SPC Carga de Ponto Simple

TGFb Fator de Crescimento Transformante beta 1
Tie2 Receptor de Angiopoietinas

TNF-a Fator Alfa de Necrose Tumoral

VEGF Fator de Crescimento de Endotélio Vascular
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1. Introdugéo

1.1. Panorama mundial do cancer e conceitos basicos

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cancer € um termo genérico para um grupo
de mais de cem doencas que podem afetar qualquer parte do corpo e que possuem como caracteristica o
rapido crescimento de células anormais dotadas de potencial invasivo e metastéatico. Dados estatisticos
mostram que: das 58 milhdes de mortes ocorridas mundialmente no ano de 2005, aproximadamente 7,6
milhGes (ou 13%) foram decorrentes de canceres. Ao levar em consideragdo apenas as estatisticas
relacionadas a Europa, a porcentagem da mortalidade causada por canceres aumenta para 19% e no
caso da América do Norte, aumenta para 23% (FERLAY, et al., 2004). O controle e a minimizacao da
incidéncia dos casos de cancer sdo, portanto, reais desafios para os 6rgdos de saude publica.

Os canceres sao classificados de acordo com os tecidos em que se originam. Os carcinomas Sao
canceres de origem epitelial e os sarcomas tém origem em células musculares ou tecido conjuntivo.
Outros tumores como os de tecido nervoso, as leucemias e os linfomas ndo séo caracterizados como
sarcomas ou carcinomas (ALBERTS, et al.,, 2008). Quando a neoplasia afeta células do sistema
nervoso central ou periférico surgem os chamados tumores neuroectodermais. Neoplasias das linhagens
linfoides (linfocitos B e T) sdo classificadas como linfomas e geralmente se agregam para formar
massas tumorais solidas enquanto as leucemias geram células transformadas dispersas na circulagao
(WEINBERG, 2007).

Os sarcomas ndo ocorrem frequentemente e consistem em apenas 1% dos tumores encontrados
em clinicas oncologicas. Os carcinomas, por sua vez sdo responsaveis por mais de 80% dos Obitos
relacionados ao cancer no mundo ocidental. Existem ainda outros tumores como o melanoma que nao
se encaixam em nenhum dos quatro grandes grupos mencionados (WEINBERG, 2007).

Os dados apresentados em um documento da OMS (Fact sheet N° 297) mostram que a
mortalidade por cancer deve-se principalmente a cancer de pulméo (1,3 milhdes de mortes ao ano),
cancer de estdmago (aproximadamente um milhdo de mortes ao ano), cancer hepatico (662.000 mortes
ao ano), cancer de célon (655.000 mortes ao ano) e cancer de mama (502.000 mortes ao ano). Esses
dados evidenciam a predominancia de tumores solidos, dependentes de neovascularizacdo, em
detrimento dos dispersos nos fluidos corporais.

Uma caracteristica da formacao dos canceres é que eles se desenvolvem a partir do acimulo de
mutacOes genéticas, o que pode ser interpretado como um processo microevolutivo no qual as células
sofrem sucessivas mutacGes e adquirem fenotipos que Ihes conferem vantagens replicativas sobre as

células adjacentes como: déficit na taxa apoptdtica, insensibilidade a estimulos anti-proliferativos



externos, aumento na taxa mitotica, estabilizacdo dos telémeros, inducdo de angiogénese e
desenvolvimento de potencial metastatico (ALBERTS, et al., 2008) (Figura 1.1).

Auto-suficiéncia para
fatores de crescimento

Evasiio da Insensibilidade a
apoptose sinais inibitorios

Manutengtio da Invastio tecidual e
ungiogénese metastase

Potencial replicativo
ilimitado

Figura 1.1 — Caracteristicas Adquiridas do Cancer. Muitos, se ndo todos os canceres adquiriram o mesmo conjunto de capacidades
funcionais durante seu desenvolvimento através de variadas estratégias. Adaptado de HANAHAN & WEINBERG, 2000.

O acumulo de mutag6es adquiridas por uma célula até ser considerada uma célula transformada
ndo obedece a um roteiro fixo (Figura 1.2); 0s oncogenes e genes supressores de tumor podem ser
alterados sem uma ordem obrigatoria e de modos distintos; entretanto, as caracteristicas descritas
anteriormente devem se manifestar para que ocorra o desenvolvimento da neoplasia (HANAHAN &
WEINBERG, 2000).
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Componente Capacidade Adquirida Exemplo de Mecanismo

n Auto-suficiéncia para fatores de crescimento Ativagdo do oncogene H-Ras
Insensibilidade a sinais inibitorios Perda do supressor de retinoblastoma

“ Evasdo da apoptose Produgdo de fatores de sobrevivéncia IGF

m Potencial replicativo infinito Ativacdo da telomerase

m Manutencio da angiogénese Producéo do indutor VEGF

u Invasdo tecidual e metdstase Inativacio da E-caderina
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Figura 1.2 - Praticamente todos os canceres devam adquirir as mesmas seis caracteristicas principais (A), mas seus meios de fazé-lo
podem variar significantemente, tanto quanto aos mecanismos, quanto cronologicamente (B). Portanto, a ordem em que essas
caracteristicas sdo adquiridas esta sujeita a variagdes entre os diversos tipos e subtipos de cancer. Além disso, em alguns tumores, uma
alteracdo genética especifica pode conferir muitas caracteristicas simultaneamente, diminuindo o ndmero de passos mutacionais
necessarios pra completar a tumorigénese. Assim, a perda da fungdo do gene supressor de tumor p53 pode facilitar tanto a angiogénese
quanto a resisténcia & apoptose (como mostrado no progresso de cinco etapas), assim como conferir a caracteristica de instabilidade
gendmica. Em outros tumores uma caracteristica pode ser adquirida através da conjungdo de duas ou mais alteracBes genéticas
aumentando dessa forma o numero de passos necesséarios para o desenvolvimento do tumor. Portanto, na progressdo de oito passos
apresentada, invasdo/metastase e resisténcia a apoptose sdo adquiridas em duas etapas cada. Adaptado de HANAHAN & WEINBERG,
2000.

A metastase é um fenémeno no qual células transformadas se desacoplam do tumor primario e,
através dos vasos condutores do organismo, deslocam-se até um local remoto e ali continuam a sofrer
mitoses desreguladas gerando tumores secundarios. 80% das mortes causadas por canceres sao devido
a ocorréncia de metastases que comprometem o desempenho das fungdes fisiologicas (WEINBERG,
2007). As células metastaticas atingem outros locais do organismo através dos vasos sanguineos ou
linfaticos, consequentemente, os linfonodos sdo pontos que comumente abrigam células metastaticas
por serem drgaos coletores de linfa.

A eficiéncia do processo metastatico depende do cumprimento de algumas etapas: destacamento

da célula do tumor priméario e sua entrada na corrente sanguinea; sobrevivéncia dessas células na



circulacdo; aprisionamento em um novo 6rgédo; extravasamento para os tecidos adjacentes; inicio e
manutencdo do crescimento e vascularizagdo do tumor metastatico (CHAMBERS, GROOM &
MACDONALD, 2002).

1.2. Tratamento convencional do cancer e suas consequéncias

O tratamento que convencionalmente é aplicado a tumores resume-se a trés modalidades
principais: radioterapia, quimioterapia e cirurgia. Essas terapias apresentam, em sua maioria, efeitos
colaterais debilitantes ou danosos para o paciente. Ademais, no caso da quimioterapia, ha extenso
nimero de relatos mencionando resisténcia as drogas utilizadas, fato que dificulta ou até mesmo
inviabiliza a progressdo eficaz do tratamento. Isso se da devido a alta taxa mutacional das células

tumorais gerada pela instabilidade genética discutida no item anterior.

A cirurgia permanece até hoje como a forma de tratamento mais utilizada. E um método
invasivo e por vezes requer multiplas intervencdes. Além do tratamento primario, a cirurgia pode ser
empregada no diagnostico, como método profilatico, paliativo e na reconstrucdo dos tecidos ou 6rgaos
danificados. As cirurgias podem ser classificadas, quanto a extensdo do tecido removido, como locais
ou amplas. As excisdes locais sdo escolhidas quando a massa tumoral é reduzida e envolve a retirada da
massa e uma margem de tecido normal. As excisdes amplas ou radicais envolvem a retirada do tumor e
de estruturas circunvizinhas, incluindo linfonodos com elevada probabilidade de comprometimento.
Esse procedimento € particularmente agressivo e pode resultar na alteracdo das fungdes intrinsecas do
0rgao ou na desfiguracdo (SMELTZER & BARE, 2002).

A radioterapia também é comumente utilizada no tratamento dos pacientes com cancer. Desses,
mais de 50% recebem uma sessao de radioterapia em algum ponto do tratamento. Nessa modalidade,
utiliza-se radiacdo ionizante (eletromagnética ou particular) para provocar a destruicdo das células
tumorais. A radiacdo danifica a integridade do material genético levando a morte celular instantanea ou
apoptotica. A radiacdo pode ser aplicada externamente ou internamente. Na aplicacdo externa a
radiacdo é aplicada por aparelhos de forma direcionada ao tumor, enquanto na interna, implanta-se um
dispositivo que emite radiacdo proxima ao tumor. Nessa Ultima aplicacdo o paciente emite
radioatividade residual e o contato com outrem deve ser controlado (SMELTZER & BARE, 2002).

A utilizacdo de radioatividade gera efeitos colaterais que desaparecem com o fim do tratamento
como: alopecia (queda de cabelos), eritema, esfoliacdo da pele, xerostomia (ressecamento da boca),
alteracdo e perda do paladar, anorexia e nauseas (quando o sistema digestivo é afetado pela radiacéo).

Além disso, se o sistema hematopoiético for acometido pelo tratamento, outros distlrbios podem
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surgir: anemia, leucopenia e trombocitopenia causando imunodepressdo e susceptibilidade a
hemorragias. Danos irreversiveis também podem decorrer da radioterapia, envolvendo diminui¢do do
aporte vascular e consequente leséo fibrética (SMELTZER & BARE, 2002).

A quimioterapia, por sua vez, tem por objetivo controlar a proliferacdo das células tumorais e,
para isso, sdo empregadas substancias anti-neoplésicas como: agentes alquilantes, nitrosuréias, anti-
metabdlitos, antibidticos antitumorais e alcaldides, entre outras. Essa modalidade também gera efeitos
colaterais, uma vez que afeta principalmente as células em proliferacdo, neoplasicas ou ndo. Os efeitos
colaterais da quimioterapia sdo muitos, e podem incluir sintomas gastrointestinais, hematopoiéticos,

cardiopulmonares, neuroldgicos e do sistema reprodutor (SMELTZER & BARE, 2002).

Outro aspecto importante é a multipla resisténcia a drogas (MDR), um fator que, quando
presente nas células-alvo de um tratamento pode agravar o quadro da doenca, j& que a resposta aos
quimioterapicos sera prejudicada. Esse fendmeno &, provavelmente, derivado do processo
microevolutivo onde as células transformadas que mais habilmente reduzem a concentracdo plasmatica
dos agentes quimioterapicos predominam por possuir vantagem evolutiva (STAVROVSKAYA &
STROMSKAYA, 2008).

Tendo em vista a baixa eficiéncia, surgimento de resisténcia e acentuados efeitos colaterais,
outras terapias vém sendo empregadas no tratamento do cancer. Alguns exemplos sdo as que empregam
os modificadores da resposta biologica (MRBs; anticorpos, citocinas, interferons...), a fototerapia, a

terapia genética e a terapia anti-angiogeénica.
1.3. Anti-angiogénese

O suprimento de oxigénio e nutrientes atinge as células de um organismo através da difusdo
tecidual. Entretanto, esse processo sO € eficiente para um pequeno nimero de células que distam no
méaximo 100um de um capilar (HANAHAN & WEINBERG, 2000). Na medida em que o nimero de
células aumenta, o processo de difusdo deixa de ser satisfatorio, ja que as células mais distantes da
origem dos solutos sofrem déficit nesse suprimento. Dessa forma faz-se necessario o recrutamento de
nOVoS Vvasos sanguineos, que compensam esse déficit e distribuem os solutos essenciais por todo o

tecido.

O processo de extensdo e aumento do niumero de capilares sanguineos denomina-se angiogénese
ou neovascularizacdo e é regulado por fatores pré-angiogénicos e anti-angiogénicos. As células
endoteliais de um individuo adulto mantém uma taxa de proliferacdo baixa, suficiente apenas para

promover a manutencdo dos vasos sanguineos. Fisiologicamente, apenas uma em cada dez mil (0,01%)
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celulas endoteliais estdo em processo de divisdo celular (ENGERMAN et al., 1967, HOBSON &
DENEKAMP, 1984). Entretanto, em situacfes de injuria tecidual e na formacdo do endométrio uterino
durante o ciclo menstrual, a atividade angiogénica € resgatada (HANAHAN & FOLKMAN, 1996).

A angiogénese ¢ fruto de um complexo sistema regulatério que depende da coordenacao precisa
de diversas etapas reguladas por um balango de variados fatores agonistas e antagonistas. A formacéo
de novos vasos ocorre em quatro etapas principais (Figura 1.3). Na fase inicial ha um aumento na
vasopermeabilidade com influéncia do 6xido nitrico (NO) e o extravasamento de proteinas plasmaticas
como o fibrinogénio e o plasminogénio, que atuam como um suporte para as células endoteliais
migratdrias. Na segunda fase ocorre a desestabilizacdo dos vasos e degradacdo da matriz extracelular
(ECM) por metaloproteases de matriz (MMPs). A angiopoietina-2 e proteases ativadoras de
plasminogénio também auxiliam na remodelacdo do estroma perivascular. A terceira etapa engloba a
proliferacdo e migracédo celular induzida por agentes mitogénicos especificos (Fator de Crescimento de
Células Endoteliais - VEGF, angiopoietinas) e inespecificos (Fatores de Crescimento de Fibroblastos -
FGF, angiogenina, Fator de Crescimento Epidérmico - EGF) para as células endoteliais. A quarta e
ultima etapa consiste na estruturacdo do limen e estabilizacdo vascular; quando as células atingem uma
area com baixa densidade capilar, elas se organizam formando tubos. Por fim, a vasculatura é
estabilizada atraveés do recrutamento de células mesenquimais que se diferenciam em pericitos ou em
células de musculatura vascular lisa (DISTLER et al., 2003) (Figura 1.3). O recrutamento dessas
células mesenquimais € realizado a partir da secrecdo do fator de crescimento derivado de plaquetas B
(PDGF-B) pelas células endoteliais (LINDAHL et al., 1997).
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Figura 1.3 — Passos do processo de angiogénese. Adaptado de DISTLER et al., 2003.



Certos processos patologicos causam um aumento anormal da atividade angiogénica. Os
canceres solidos sdo um exemplo de patologia dependente de proliferacdo vascular exacerbada. Além
do céncer, outras doengas como artrite reumatdide, psoriase e retinopatia diabética também dependem
de neovascularizacdo (FOLKMAN & SHING, 1992).

A vascularizacdo dos tumores, além de permitir o aumento do nimero de células, também abre
caminho para a disseminacdo de metastases, uma vez que 0S vasos sanguineos constituem a rota mais
comum de escape das células cancerosas do sitio primario do tumor. Diversos estudos postulam que a
angiogénese € um fator crucial na transicdo de um tumor microscépico inofensivo para um tumor
agressivo com potencial metastatico (FOLKMAN, 1989; HANAHAN & FOLKMAN, 1996; HORI et
al., 1991; MILLAUER et al., 1994). Além disso, ha relatos de que um tumor dormente ha meses ou
mesmo anos, pode ativar a neovascularizacdo e adquirir caracteristicas metastaticas (FOLKMAN,
1996).

Também no processo de angiogénese tumoral, a formacao dos novos vasos depende da relagéo
entre fatores pro-angiogénicos e anti-angiogénicos (RASTINEJAD et al., 1989; GOOD et al., 1990;
O’REILLY et al., 1994 (a); PARANGI et al., 1996). Células tumorais sdo capazes de secretar diversas
substancias pro-angiogénicas como o VEGF e os FGFs acido e basico (KANDEL et al., 1991). No
cancer de mama, por exemplo, alem dos fatores citados, as células tumorais podem expressar também o
Fator de Crescimento Tumoral 1 (TGFp1), o Fator de Crescimento de Células Endoteliais Derivados
de Plaquetas (PD-ECGF), o Fator de Crescimento Placentario (PLGF) e a Pleiotrofina (RELF et al.,
1997).

Além de produzir os fatores listados, as células tumorais podem, alternativamente, mobilizar
fatores presentes na matriz extracelular ou ainda induzir células proximas, como macrofagos ou células
do estroma tecidual, a produzi-los (FOLKMAN, 1996).

Fisiologicamente, esses agentes promotores da neovascularizacdo tém sua atividade
antagonizada por inibidores end6genos como o Fator Plaquetario 4 (PF-4) (MAIONE et al., 1990;
GUPTA et al., 1995), a Proteina Humana Induzida por Interferon 10 (IP-10) (ANGIOLLO et al.,1995;
STRIETER et al., 1995), a Citocina Gro-p (CAO et al., 1995), o Fragmento N-Terminal da Prolactina
(CLAPP et al., 1993), entre outros.

A utilizacdo de inibidores de angiogénese é uma estratégia que vem sendo muito explorada nos
altimos anos e moléculas que possuem essa caracteristica tém sido extensamente exploradas. O
tratamento realizado com esses inibidores é promissor, ja que seus alvos primarios ndo sao as células

tumorais, mas as células endoteliais, que sdo geneticamente estaveis. A protamina (FOLKMAN &
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TAYLOR, 1982), a trombospondina (GOOD et al., 1990), a angiostatina (O’REILLY et al., 1994 - a e
b) e a endostatina (O’REILLY et al., 1997), sdo exemplos de compostos anti-angiogénicos pesquisados

nas Ultimas décadas.

Dos compostos citados, com excecdo da protamina, que é uma proteina de 4,3kDa encontrada
no esperma de certas espécies de peixe, os demais sdo compostos enddgenos, encontrados naturalmente
em humanos. O potencial uso de compostos anti-angiogénicos enddgenos é uma estratégia baseada nas
observacdes de que a presenca de uma massa tumoral libera na corrente sanguinea substancias que séo
capazes de inibir a angiogénese de maneira enddcrina (CHEN et al., 1995) e que a extirpacdo de um
tumor primario frequentemente ocasiona o surgimento de metastases (PEETERS et al., 2005).

Drogas como a talidomida e o Avastin (bevacizumab) foram aprovados pelo Food and Drugs
Administration (F.D.A.) nos Estados Unidos e em 28 outros paises. A endostatina foi, em setembro de
2005, aprovada na China com o nome comercial “Endostar” para o tratamento de carcinoma pulmonar
de células ndo-pequenas. Além disso, comprovou-se a presenca de atividade anti-angiogénica em
drogas como a doxiciclina, celecoxib e interferon-alfa em baixas doses. Em 2005, encontravam-se em

testes clinicos ou pre-clinicos, pelo menos 30 agentes anti-angiogénicos (FOLKMAN, 2005).
1.4. Endostatina

A endostatina foi descrita em 1997 por O’Reilly como uma proteina de 20kDa resultante da
clivagem proteolitica do colageno XVIII (O’REILLY et al., 1997). Ela representa a porcéo globular da
regido C-terminal das fibras de colageno. Como descrito no item 1.3, as células endoteliais e tumorais
secretam metaloproteases que degradam a matriz extracelular promovendo a vasculariza¢do tumoral.
Nesse processo essas enzimas mobilizam a endostatina, como consequéncia da degradacdo do colageno

XVIII, ativando sua funcdo anti-angiogénica.

O colageno XVIIlI é um proteoglicano encontrado na composicdo de membranas basais,
principalmente na do tecido endotelial. E composto de 10 regides colagenosas intercaladas por juncdes
ndo colagenosas, um dominio de trimerizacao e por¢oes globulares cujos 20kDa finais sdo equivalentes
a moléculas de endostatina (Figura 1.4). O coldgeno XVIII possui grande identidade com o colageno
XV e propds-se um termo para classificar essas moléculas com estruturas similares: as multiplexinas
(multiple triple-helix domains and interruptions) (REHN & PIHLAJAMIENI, 1994; OH et al., 1994).
As moléculas de endostatina fazem parte do primeiro dominio ndo colagenoso da molécula: NC1.Na
matriz extracelular, o colageno XVIII, como todos os colagenos, é organizado em tripla-hélice e,

portanto, quando clivado, da origem a trés moléculas de endostatina (KUO et al., 2001).
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Figura 1.4 — Representacdo da molécula de colageno XVIII em organizages de tripla hélice. Adaptado de KUO et al., 2001.

Experimentos iniciais, que utilizaram como modelo camundongos portadores de Carcinoma

Pulmonar de Lewis, culminaram em resultados que surpreenderam a comunidade cientifica. Nesses

experimentos relatava-se que a administracdo subcutdnea da endostatina causava a inibicdo de

crescimento e regressdo do volume tumoral (O'REILLY et al., 1997) (Figura 1.5).

A Tratado com Endostatina

Tratado com Salina

Figura 1.5 — Camundongos portadores de Carcinoma Pulmonar de Lewis submetidos & administragdo subcutinea da endostatina. Em A
um camundongo tratado com endostatina (a esquerda) e um tratado com salina (a direita) e em B trés camundongos tratados com a
endostatina. Adaptado de O'REILLY et al., 1997.



Além disso, um estudo posterior demonstrou que as células tumorais ndo adquiriram resisténcia,
uma vez que a acao da endostatina concentra-se sobre as células endoteliais e ndo sobre as células
transformadas, que possuem acentuada instabilidade genética. Ainda mais surpreendente foi a
descoberta de que, ap06s alguns ciclos de tratamento com endostatina, o tumor atingia um estado de
dorméncia e ndo voltava a crescer quando cessado o tratamento. Esse experimento foi realizado com
células de Fibrossarcoma T241, Melanoma B16F10 e Carcinoma Pulmonar de Lewis (BOEHM et
al,.1997) (Figura 1.6).
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Figura 1.6 — Os graficos representam ciclos de tratamento de diferentes tipos de tumor com endostatina. Percebe-se que além de ndo haver
resisténcia do tumor, este entra em estado de dorméncia ap6s alguns ciclos. Adaptado de BOEHM et al., 1997.

Logo se seguiu a producdo recombinante dessa proteina em E. coli. As técnicas de solubilizacdo
aplicadas, entretanto, ndo renderam grande quantidade de proteina ativa. Para resolver essa questéo, 0s
pesquisadores aplicaram o agregado insolivel em camundongos subcutaneamente. Os animais
apresentaram edemas esbranquicados com cerca de 3 mm que desapareceram dentro de um periodo de
2 ou 3 dias. Utilizando esta metodologia as taxas de regressdo tumoral e inibicdo do aumento do
volume tumoral foram animadoras (O REILLY et al.1997, BOEHM et al., 1997).
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Apesar dos resultados iniciais apresentarem tamanho éxito, estudos subsequentes ndo foram téo
bem sucedidos e houve dificuldades na reprodugdo desses resultados em outros laboratrios mesmo
quando a endostatina era cedida pelo laboratério Folkman (MARSHALL, 2002, FOLKMAN, 2006).
Os testes clinicos, por sua vez, também ndo foram animadores e apenas um indicio de eficiéncia
terapéutica foi detectado (EDER et al., 2002; HERBST et al., 2002). Outros laborat6rios, no entanto,
utilizaram outros métodos de purificagdo da endostatina e foram bem sucedidos em reproduzir a
atividade dos primeiros experimentos (HUANG et al.,2001). Foi também proposto o implante de uma
bomba micro-osmoética intraperitoneal que, em contraste com a administracdo descontinua,

efetivamente promovia a regresséo tumoral (KISKER et al., 2001).

A endostatina humana possui 183 aminoacidos e a murina 184. As proteinas dessas duas
espécies apresentam 87% de identidade (OH et al., 1994). Estudos que empregavam a endostatina
humana em ratos foram realizados com éxito, ou seja, foi observada regressao tumoral. Este fato sugere
uma conservacao estrutural interespecifica com manutencdo de funcdo (LIU et al., 2001; XIA et al.,
2002; ZHANG et al., 2002) (Figura 1.7).
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Figura 1.7 — Sequéncia de amino&cidos da endostatina humana e murina. Os aminoacidos dispares estdo destacados em vermelho.
LIMAVERDE, et al., 2005

Tanto a estrutura da endostatina humana quanto da murina foram resolvidas em 1998 por Ding
e Hohenester, respectivamente. Encontrou-se, no entanto, dificuldades para resolver as porcoes
terminais, dotadas de grande flexibilidade. No caso da endostatina murina, tanto o N-terminal quanto o
C-terminal ndo puderam ser resolvidos (HTHQDF e MTSFSK respectivamente), ja no caso da
endostatina humana, apenas o C-terminal (MTASK) ndo foi resolvido (HOHENESTER et al., 2000,
DING et al.,1998).

A proteina possui uma estrutura que apresenta 16 folhas beta e 2 alfa-hélices conectadas por

loops e € organizada em um Unico dominio globular (Figura 1.8). Além disso estdo presentes duas
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pontes dissulfeto conectando os pares de cisteinas Cys33/Cys173 e Cys135/Cys165 (HOHENESTER et
al., 1998) que sdo essenciais para a estabilidade da proteina (ZHOU, WANG & LUO, 2005).

Figura 1.8 — Estrutura terciaria da endostatina (a esquerda) e ampliacéo do sitio de ligagédo do ion zinco, detalhe para a coordenacéo
realizada pelas histidinas 1, 3 e 11 e pelo &cido aspartico 76 (a direita). Adaptado de DING, et. al., 1998.

Outra caracteristica da endostatina é a coordenagdo de um fon Zn*? na porgdo N-terminal em pH
neutro ou basico. Participam dessa coordenacgéo 3 histidinas (residuos 1, 3 e 11) e um acido aspartico
(residuo 76), ha relatos de que essa coordenacdo pode ocorrer também de formas distintas
(HOHENESTER et al., 2000). Foi determinado que, em pH 7.4, a constante de dissociacdo desse
complexo complexo (endostatina-Zn*?) é de 6,7 nM (HAN et al., 2007). A importancia desse fon, no
entanto, € motivo de controvérsia no meio cientifico, em diferentes artigos os pesquisadores propdem
diferentes papéis para o fon Zn*>. Segundo Boehm, a ligagéo do fon zinco é essencial para a atividade
antiangiogénica da endostatina (BOEHM et al., 1998); outra publicacdo mostra que a endostatina €
capaz de promover inibicdo tumoral desprovida das histidinas 1 e 3 (SIM et al., 1999, YAMAGUCHI
et al., 1999).

Estudos recentes sugerem que o fon Zn*? tenha importancia apenas na estabilizacdo da proteina
frente a agentes desnaturantes e aumento de temperatura (HAN et al., 2007). E também improvavel que
esse ion possua papel catalitico, uma vez que a sua coordenacdo com 4 residuos da proteina exclui a
possibilidade de coordenacdo de uma molécula de d&gua, comumente observada nos sitios cataliticos de
metaloproteases (HOHENESTER et al., 2000). Ha também estudos que sugerem que a endostatina
pode formar dimeros de maneira zinco-dependente (DING et al., 1998, LIMAVERDE et al., 2005)

Diversos mecanismos de acdo foram propostos para a endostatina, além da atividade anti-

proliferativa inicial (O'REILLY et al., 1997), outras caracteristicas que influenciam na migragdo
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(YAMAGUCHI et al., 1999) e sobrevivéncia celular (DIXELIUS et al., 2000), atividade de proteases
(KIM, et al., 2000) e estabilizacdo de vasos sanguineos (DIXELIUS et al., 2000; ERGUN et al., 2001)
ja foram descritas. Andlises empregando a metodologia de micro-arranjos de DNA detectaram uma
alteracdo de 12% na expressdo do genoma das células endoteliais tratadas com endostatina,
aumentando a expressao de genes relacionados a anti-angiogénese e inibindo cascatas de sinalizagdo
pré-angiogénicas (ABDOLLAHI et al., 2004).

1.5. Fragmentos da endostatina apresentam atividade bioldgica

Baseando-se no fato de que, inicialmente, a regresséo de tumores in vivo foi observada com
administracdo de um agregado de endostatina recombinante expressa em E. coli, foi sugerido que néo
haveria necessidade de um enovelamento protéico especifico para o desencadeamento da atividade
biologica da endostatina, mas que a atividade seria carreada por pequenos peptideos gradativamente
liberados do agregado (SJIN et. al., 2005). Dessa forma, diversos grupos optaram por investigar a
atividade antiangiogénica de peptideos derivados da endostatina.

Assim, muitas publicacdes tratam de fragmentos da endostatina e suas atividades biologicas
(CATTANEO et al., 2003; FRANCESCATO et al., 2003; MORBIDELLI et al., 2003; WICKSTROM,
ALITALO & KESKI-OJA, 2004) e sabe-se que algumas proteinases endogenas possuem a capacidade
de degradar a endostatina (FERRERAS et al., 2000). Essa abordagem para elucidacdo da atividade da
endostatina mostrou-se valida, uma vez que diversos peptideos sintetizados exibiram atividade
antiangiogénica. Foram sintetizados fragmentos distintos e que apresentaram diferentes atividades
antitiangiogénicas e até mesmo pro-angiogénicas (MORBIDELLI et al., 2003). Alguns estudos

encontraram atividade antiangiogénica na porcdo C-terminal da proteina (MORBIDELLI et al., 2003).

Outros peptideos enddgenos também exercem fungbes fisioldgicas. Exemplo disso sdo as
anafilotoxinas resultantes da degradacdo dos componentes do sistema complemento, responsaveis por
promover estimulos a inflamacdo. E possivel que a endostatina exerca diferentes papéis em sua
conformacdo integra e na forma de peptideos derivados da estrutura completa. E importante lembrar
que essas atividades ndo sdo mutuamente exclusivas e que essas configuracées podem agir de maneira
sinérgica.

1.6. Peptideo N-terminal da endostatina e a motivacao do estudo

Em 2005, Sjin e colaboradores realizaram um estudo em que foram sintetizados 8 peptideos
derivados da endostatina humana e 8 peptideos derivados da sua homdloga murina e suas atividades

antitumoral, antimigratéria e antipermeabilizante foram testadas. Nesse estudo verificou-se que 0s
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peptideos correspondentes ao N-terminal de ambas as proteinas, contendo 25 (humana) e 27 (murina)
aminoacidos, apresentavam atividades biologicas equivalentes as da proteina integra (SJIN et al.,
2005).

Neste estudo foram utilizados dois modelos. O primeiro consistiu no implante de células BxPC-
3 de adenocarcinoma pancreatico humano em camundongos SCID, utilizado para testar os peptideos
humanos. O segundo modelo consistiu no implante de células murinas de carcinoma pulmonar de
Lewis (LLC) em camundongos C57BI/6J, utilizado para testar a atividade dos peptideos murinos (SJIN
et al., 2005).

Os graficos abaixo apresentam a atividade antitumoral dos peptideos comparada a da
endostatina integra. E importante ressaltar que esses resultados foram todos obtidos na presenca de
zinco. Ao serem removidos os residuos de histidina 1, 3 e 11, responsaveis pela coordenacdo do ion, a
atividade dos peptideos era abolida. A escolha de diferentes numeros de residuos (25 amino&cidos para
0 peptideo humano e 27 para 0 murino) ndo foi explicada nesse estudo.
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Figura 1.9 — Células BxPC-3 de adenocarcinoma pancreético humano implantadas em camundongos SCID foram tratadas com peptideos
derivados da endostatina humana. Gréafico representando a razdo T/C, ou seja a razdo entre o volume dos tumores nos animais tratados em
relacdo ao volume dos tumores nos animais controle. Note que a razdo T/C do peptideo P1 é similar a da proteina integra (hFcES).
(Adaptado de SJIN et al., 2005).
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Figura 1.10 — Células de carcinoma pulmonar de Lewis implantadas em camundongos C57BI/6J foram tratadas com peptideos derivados

da endostatina murina. Gréafico representando a razdo T/C, ou seja a razdo entre o volume dos tumores nos animais tratados em relagéo ao

volume dos tumores nos animais controle em. Note que a razdo T/C do peptideo mP1 é similar a da proteina integra (mES). Adaptado de
SJIN et al., 2005.

hP1 'HSHRDFQPVLHLVALNSPLSGGMRG>®

hP2 “MRGIRGADFQAFQQOARAVGLAGTFR"
hP3 STFRAFLSSRLQDLYSIVRRADRAAV®

hP4 *"AAVPIVNLKDELLFPSWEALFSGSE™

hP5 GSEGPLKPGARIFSFDGKDVLRHPT' "
hP6 TMHPTWPQKSVWHGSDPNGRRLTESY ™
hP7 R TWRTEAPSATGQASSLLGGRLLGQ'
hP8 LGQSAASAHHAYIVLAIENSFMTASKKK '

Figura 1.11 — Sequéncia primaria dos peptideos baseados na endostatina humana. Os caracteres em negrito representam residuos
sintetizados com sobreposi¢ao na segquéncia. Os caracteres com sublinhado simples representam residuos de cisteina que foram alterados
para residuos de alaninia. Os caracteres com sublinhado duplo representam residuos de lisina adicionados ao hP8 com o propésito de
aumentar sua solubilidade. Adaptado de SJIN et al., 2005.

A motivacdo do presente estudo esta na busca por motivos moleculares que apresentem
atividade antiangiogénica, explorando especificamente peptideos da regido N-terminal da endostatina,
com o intuito de lancar luz sobre o seu mecanismo de acdo, utilizando técnicas de modelagem e
dindmica molecular. Os resultados podem, futuramente, auxiliar no planejamento de compostos

antiangiogénicos mais eficazes.
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2. Objetivos
Esse estudo teve como objetivo estudar a estrutura do fragmento N-terminal das endostatinas
humana e murina e verificar a estabilidade desses peptideos em meio aquoso. Pretende-se identificar
elementos importantes para a manutencdo da estrutura e, consequentemente, da funcéo biolégica.

Para tal, visamos realizar 0s seguintes ensaios in silico:

»

Modelagem das estruturas obtidas dos bancos de dados para obtencdo de peptideos derivados da
endostatina humana e da endostatina murina.

+ Dindmica Molecular dos peptideos correspondentes a porcdo N-terminal da endostatina na
presenca e na auséncia do ion zinco, a fim de determinar a influéncia deste ion no

comportamento do peptideo.

»

Simulagdo de Dindmica Molecular de fragmentos com diferentes nimeros de argininas para

determinar a contribuicdo desses residuos na estabilidade dos peptideos.

»

Comparacdo dos peptideos simulados com outras proteinas antiangiogénicas disponiveis em
bancos de dados com relagcdo as estruturas primaria, secundaria e terciaria, visando detectar

motivos semelhantes possivelmente relacionados com suas funcées

»

Anélise estrutural dos peptideos segundo a estrutura secundaria, RMSD, RMSF, distribuicdo de
clusters de estruturas e distribuicdo radial de moléculas de dgua a fim de gerar um perfil de

comportamento para cada estrutura.
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3. Metodologia
3.1. Introducéo

A utilizacdo de modelos computacionais para representacdo de situagdes reais é uma pratica que
vem sendo progressivamente utilizada; tanto no campo das interacdes moleculares quanto em outros
campos, como o da aviacao, engenharia civil e meteorologia. Essa metodologia ganha cada vez mais
credibilidade conforme s&o desenvolvidos novos softwares e 0s antigos sofrem atualizagbes. A
praticidade das técnicas computacionais também aumenta gracas ao ganho na capacidade de
processamento decorrente de novas tecnologias (PASCUTTI, 2002).

A representacdo mais fiel de um sistema molecular é aquela que o descreve quanticamente. Essa
é também, no entanto, aquela que possui maior custo computacional, ou seja, € uma representacdo
pouco factivel para sistemas moleculares compostos por muitos atomos. Tendo o0 exposto em vista,
desenvolveu-se um extenso conjunto de parametros baseados na mecanica classica para simular as

interacdes inter-atdbmicas de modo a conjugar representacdo e custo computacional satisfatorios.

Os parametros utilizados para caracterizar as ligagdes moleculares e interagdes intermoleculares
sdo calibrados por dados experimentais e cada conjunto de parametros desse tipo é denominado Campo

de Forgas.

A representacdo classica das ligacbes quimicas baseia-se na aplicacdo de algoritmos
matematicos simples que as tomam por particulas unidas por uma mola e que, portanto, obedecem a um
potencial harménico. Nesses modelos ha entdo o emprego da lei de Hooke, que define um potencial
harmdnico para essas ligacOes sujeito a variacdes quando elas sdo submetidas a perturbacGes que as

removem do estado de equilibrio.

Os Campos de Forcas definem, portanto, caracteristicas das ligacdes entre 2, 3 e 4 atomos
conectados, representando dessa forma, o comprimento da ligacdo entre 2 d&tomos, o angulo formado
por 3 atomos, o angulo formado pelos planos que contém os atomos de um tetraedro (diedro improprio)

e a torcdo de um par de &tomos em relacdo a outro par de atomos ligados entre si (diedro proprio).

E também funcdo dos campos de forca descrever as interagbes entre atomos ndo ligados
quimicamente através de potenciais que simulam as forcas de van der Waals (Potencial de Lennard-

Jones) e interacdes eletrostaticas (Potencial de Coulomb).

Dessa forma, para um par de atomos ligados covalentemente, o comprimento dessa ligacédo
varia conforme a equacéo apresentada na figura 3.1, que consiste basicamente em uma funcéo potencial

aproximada a de Hooke.
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Ligagéo n

V)r = ]/2 Kr (I’— I’o)z

Figura 3.1 — Deslocamento em uma ligagdo quimica entre um par de atomos. O comprimento da ligacdo oscila com o tempo segundo um
potencial harménico em torno de uma posicéo de equilibrio. Adaptado de SILVA, 2003.

Onde V; é o potencial gerado pela perturbacdo da posicdo de equilibrio, K, é a constante de
Hooke associada a ligagdo quimica especifica, r € o comprimento da ligagdo em um instante qualquer e

ro 0 parametro que define o comprimento de equilibrio da ligacéo.

De maneira similar, outro potencial harmonico derivado dessa mesma funcéo € utilizado para

descrever a oscilacdo da angulacdo entre dois atomos unidos por um terceiro (figura 3.2).

Angulo n

Vo =Y Ko(6 — 00)?

Figura 3.2 —Deslocamento angular para um par de atomos ligados. O angulo entre eles varia harmonicamente em torno do angulo de
equilibrio. Adaptado de SILVA, 2003.

Analogamente, Vo éo0 potencial adquirido quando o angulo 6, é perturbado, Ky € a constante de

Hooke para a restituicao do angulo 0y de equilibrio, ¢ 6 ¢ o angulo da ligagdo em um dado instante
qualquer.

A determinacdo do potencial harménico de um diedro segue uma logica similar (figura 3.3).

Vo=%K, (o — @o)?

Figura 3.3 — Diedro improprio. Um carbono “o” quiral esta representado aqui. Como na maioria dos campos de forga (tais como o
GROMOS96) o atomo de hidrogénio (representado para efeitos didaticos) fica integrado no Ca, um potencial harmonico trata de manter a
estabilidade tetraédrica deste grupo de &tomos. Adaptado de SILVA, 2003.

18



Onde V,, ¢ o potencial formado pela perturbagdo do angulo wo de equilibrio entre os planos
apresentados na figura, K, a constante de Hooke para a restituicdo desse angulo e ® o angulo entre
esses planos em um dado instante qualquer.

O Potencial Diedral Préprio € um termo torcional cujo potencial obedece a seguinte equacao
(figura 3.4).

Diedral
Proprio n

-

Vo = Kon [1 + cos(Nnen — 8n)]

Figura 3.4 — Diedro Torcional Proprio. Nesta representacéo, o anel benzénico (no plano 1_2_3 do diedro) pode assumir seis angulos de
torgdo (minimos) em relacdo ao plano 2_3_4 do diedro.

Onde K, é uma constante que define a barreira de rotagdo, n € o nimero de conformagdes em
gue ocorrem 0s minimos de energia para a tor¢do da ligagdo quimica estudada, ¢ é o adngulo diedral
para a ligacdo central em uma sequéncia de quatro atomos e¢ & ¢ o valor angular que tornaria ¢ um

angulo diedral de potencial minimo.

As interacdes de van der Waals obedecem ao potencial de Lennard-Jones, que conjuga as
dispersdes de London e a repulsdo devido a interferéncia das nuvens eletronicas. Essas interacfes sao
descritas pela férmula a seguir e o grafico da figura mostra o formato dessa funcdo no plano cartesiano
(figura 3.5).

\/Rvdw 02)

\\//

Vi = 4e [(o/r)*? = (o/1)°]
Figura 3.5 — Representacdo atbmica usando-se os raios de van der Waals (Rvdw), os quais sdo definidos para cada atomo pela metade da
distancia em que seu potencial de Lennard-Jones vale zero (o gréfico ndo esta na mesma escala que o desenho). Adaptado de SILVA,
2003.
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Onde ¢ € a profundidade do pocgo entre a barreira atrativa e a repulsiva ¢ ¢ é o didmetro de

Lenard-Jones. Esses parametros foram ajustados por calculos tedricos e dados experimentais.

Por fim, outro termo levado em conta no célculo da energia potencial total é o potencial
eletrostatico. Nesse potencial, sdo computadas as diferengas de eletronegatividade entre dois atomos
unidos covalentemente e a interferéncia dessa polarizagdo em outros elementos também polarizados.

Esse potencial também é utilizado para descrever elementos ionizéveis (figura 3.6).

VCoI. = quj/47t8081‘

Figura 3.6 — Plano transversal secionado ilustrando a energia potencial de Coulomb entre dois &tomos de cargas unitarias e opostas, em
que estdo enfatizadas as linhas equipotenciais, sendo o tom de cor o indicador da intensidade do potencial, com o vermelho indicando
valores positivos (atomos azul) e violeta para valores negativos (dtomo vermelho). Adaptado de SILVA, 2003.

Onde g; e g; sdo as cargas residuais sobre os atomos i e j respectivamente. gy é a constante de
permissividade do espaco livre e € representa a constante dielétrica que considera a polarizabilidade do
meio. Meios polarizaveis reduzem o campo gerado por uma carga ¢ de maneira inversamente
proporcional a constante dielétrica, devido a génese de um campo que se opde ao gerado pela carga q
(REITZ, MILFORD & CHRISTY, 1982; JACKSON, 1983).

A partir da unido dos termos descritos acima, calcula-se a energia potencial para cada atomo do
sistema, a cada unidade de tempo determinada nos parametros da Dindmica Molecular, para gerar um
valor de potencial que serd aplicado nas equac6es newtonianas classicas, determinando dessa forma o
comportamento do sistema ao longo do tempo de simulacdo. A equacdo que define o potencial total
num dado instante €, portanto, 0 somatério desses potenciais para cada &tomo nesse mesmo instante e

esta representada abaixo (figura 3.7)

Np 1 Ng 1 N 1
V(rD) = D 5Kby(by = bgn)? + )= K0, (0= 800)% + ) =Koy (0 ~wgn)?
n=1 n=1 n=1

Ny Nat
+ Z Ko, [1 + cos(nne, —8,)] + Z [Ci2(L)) /13" = Ce(i,)/1ii® + qiqj/4meoer;j]
n=1 i<j

Figura 3.7 — Equacdo de potencial total.
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3.2.Modelagem do fragmento N-terminal

Para obter o fragmento equivalente a por¢do N-terminal da endostatina, foi acessado o banco de
dados on-line de estrutura de proteinas Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB).

Desse banco de dados foram retiradas as estruturas 1IDY1(HOHENESTER et al., 2000) e 1BNL
(DING et al., 1998), equivalentes a estrutura da endostatina murina monomérica e a estrutura da
endostatina humana tetramérica, respectivamente. A partir dessas estruturas foram gerados os peptideos
utilizados na Dindmica Molecular (Tabela 3.1).

A clivagem in silico da estrutura em formato “.pdb” (arquivo com as coordenadas atdmicas de
uma estrutura) foi realizada com o auxilio do programa PyMol (DELANO, 2002), que auxilia o
processo devido a representacdo tridimensional dos residuos e as diversas ferramentas de visualiza¢do

que este software disponibiliza.
3.3.Dinamicas Moleculares

As Dinamicas Moleculares realizadas nesse estudo possuem como objetivo final uma ampla
coleta de dados fisico-quimicos sobre a estrutura assumida pelo fragmento N-terminal da endostatina.
Para tal, foram realizadas diversas simulacbes com parametros distintos que foram enfim submetidas a
uma série de anélises in silico, descritas posteriormente. O planejamento das dinamicas é representado

pelo esquema a seguir (Figura 3.8) e 0s peptideos analisados estdo descritos na tabela 3.1.

B
Endostatina

) S —

Murina
(1DY1)

Humana
(1BNL)

| | ~ — ~ | ~ | | ~ — ~ -~
U 20 Residuos ] U 18 Residuos ] U 25 Residuos ] U 27 RRe:guos ]
! ) l ) l N ™ B l ™ l ™
Com Zinco Sem Zinco Sem Zinco Sem Zinco Com Zinco Sem Zinco Com Zinco Com Zinco
(N27mES+) (N27mES-) (N20mES-) (N18mEs-) (N27hEs+) (N27hES-) (N25hES+) (N27hES+ /RAQ)

Figura 3.8 — Esquema representativo das simula¢des de Dindmica Molecular que foram realizadas. Os termos destacados em vermelho
representam uma dindmica cada. A descri¢do dos peptideos encontra-se na Tabela 3.1.

Foram, ao todo, realizadas 8 simulagdes de Dindmica Molecular (em vermelho), com as
caracteristicas demonstradas no esquema acima. As dinamicas de 120 ns para coleta de dados foram
precedidas de dinamicas de ajuste das camadas de solvatacdo de 0,5 ns, nas quais 0os atomos do

peptideo tinham suas posigdes fixas, e uma dinamica de termalizac¢&o de 5 ns.
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Apos a obtengdo dos peptideos a partir das estruturas cristalogréficas, eles foram inseridos em
uma caixa dodecaédrica contendo 4gua SPC explicita. Em seguida, os sistemas foram submetidos a
minimizacdo de energia com a aplicagdo de 10000 passos do algoritmo de méximo declive com
restricdo de posi¢des, seguido de outros 10000 passos do mesmo algoritmo na auséncia de restricdes e,
finalmete, 5000 passos do algoritmo de gradientes conjugados. Os sistemas foram simulados sob um
ensemble NPT, utilizando o campo de forcas GROMOS96 43al e um passo de tempo de 2 fs. O
algoritmo berendsen foi empregado para manter a temperatura e a pressdo dos sistemas em 310 K (37
°C) e 1 bar, respectivamente. O tratamento das interagdes eletrostaticas de longa distancia foi realizado
pelo algoritmo PME e os cut-offs das interagdes de Coulomb e de Van der Walls foram ajustados em 1

nm.
Peptideo

N27hES+ HSHRDFQPVLHLVALNAPLSGGMRGIR ZN
N27hES- HSHRDFQPVLHLVALNAPLSGGMRGIR
N27mES+ HTHQDFQPVLHLVALNTPLSGGMRGIR ZN
N27mES- HTHQDFQPVLHLVALNTPLSGGMRGIR
N25hES+ HSHRDFQPVLHLVALNAPLSGGMRG ZN
N27hES+/R4Q HSHQDFQPVLHLVALNAPLSGGMRGIR ZN
N20mES- QPVLHLVALNTPLSGGMRGI
N18mES- PVLHLVALNTPLSGGMRG

Tabela 3.1 — Nomenclatura utilizada para cada peptideo, suas respectivas sequéncias e presenga ou auséncia de ion.
A realizacdo das Dinadmicas Moleculares se deu com o auxilio do pacote de programas
Groningen Machine for Chemical Simulations (GROMACS) (VAN GUNSTEREN & BERENDSEN,
1987; VAN DER SPOEL et al., 2001; VAN DER SPOEL et al., 2004, VAN DER SPOEL et al., 2005)

em sua versao 4.0.3.

Para desenvolver as simulagdes de Dinamica Molecular, primeiramente seguiu-se uma

sequéncia de etapas de génese e otimizacdo do sistema.
3.3.1. pdb2gmx

Esse programa transforma a representacdo das coordenadas dos atomos de um sistema para o
formato “.gro” que é utilizado pelo GROMACS durante as simulacGes. Nesse passo foram
determinados o padréo de protonacdo das histidinas, a insercao dos &tomos de hidrogénio e o campo de
forcas utilizado (GROMOS96).
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3.3.2. editconf

Este passo é responsavel pela criacdo do poliedro representativo da caixa em que o sistema seré
simulado. As simulagdes sdo realizadas sob condi¢Ges periddicas de contorno, ou seja, cada face do
poliedro que limita o sistema é uma coOpia deste. Desse modo, o sistema torna-se virtualmente infinito e
minimizam-se os efeitos de borda. O tipo de caixa é selecionado nesta etapa. Neste estudo, as caixas
sdo representadas por um dodecaedro rdmbico cujo volume é aproximadamente 30% menor que o de
um cubo de mesma distancia de imagem, fato que economiza em media 29% do tempo computacional
necessario a simulacéo do sistema, quando comparado a uma simulacdo realizada em uma caixa cubica,

devido a exclusdo de moléculas de solvente.
3.3.3. genbox

Este programa gera o solvente selecionado pelo operador para preencher a caixa criada no passo
anterior. O solvente utilizado nesse estudo é agua Simple Point Charge (SPC).

3.3.4. genion

Nas simulacGes de Dindmica Molecular é importante que o sistema esteja livre de cargas
eletronicas liquidas. Para isso € necessario neutralizar eventuais cargas presentes no objeto de estudo.
Foram, dessa forma, adicionados ions cloro (CI") de modo a equivaler o total de cargas positivas ao de
cargas negativas. Os sistemas dotados de zinco recebem dois ions cloro a mais do que os sistemas

depletados de zinco, uma vez que esse cation possui carga liquida de +2.
3.3.5. Otimizacdo da Geometria Molecular

As técnicas de otimizacdo da geometria molecular sdo imprescindiveis as Dinamicas
Moleculares uma vez que evitam a existéncia de incoeréncias estruturais que prejudicariam o
desenvolvimento da dinamica. Essas técnicas aliviam as tensGes preexistentes nas moléculas
decorrentes, por exemplo, da compactacdo gerada pela cristalografia. Existem diversos algoritmos
responsaveis pelo mapeamento dos niveis energéticos. Nesse estudo foram utilizados trés algoritmos
distintos: Maximo Declive (Steepest Descent, SD), Gradientes Conjugados (Conjugate Gradients, CG)
e Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno de Baixa Memdria (Low Memory Broyden-Fletcher-Goldfarb-
Shanno, L-BFGS). Cada um desses algoritmos tem uma contribuicdo para a otimizacdo dos minimos de

energia.

O algoritmo do Maximo Declive possui maior eficdcia em determinar os primeiros passos da

otimizacdo de energia, mas ndo é tdo eficaz na determinagdo das configuracOes ideais proximo ao
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minimo de energia. Nesse caso utiliza-se o algoritmo de Gradientes Conjugados (figura 3.10) em
sequéncia ao Méximo Declive (figura 3.9), aumentando a otimizagdo da geometria molecular. A
utilizacdo do L-BFGS é dada para aumentar ainda mais a qualidade da conformacao final.

Figura 3.9 — llustragdo do método de maximo declive para um dado campo de forgas, cuja funcéo (de duas variaveis apenas, para efeito
didatico) descreve a superficie, que convergiu apos 35 iteragdes. O caminho percorrido € uma geodésica, curva que cruza as linhas
equipotenciais perpendicularmente ao longo dos gradientes maximos (SILVA, 2003).

Figura 3.10 — llustragéo do método de gradientes conjugados para um campo de forgas igual ao do exemplo para o método de maximo
declive, cuja funcéo descreve a mesma superficie, que convergiu apos 15 iteragdes. As condigdes iniciais para ambas simulagcdes séo
exatamente iguais e o erro relativo para o ponto de convergéncia é inferior a 10~ u.a. (unidades arbitrarias) (SILVA, 2003).

3.3.6. Aquisicdo das Trajetorias

Na dindmica molecular calcula-se a forca F; exercida sobre cada particula existente no sistema
dividindo a taxa de variacdo da energia potencial total de cada atomo do sistema pela taxa de variacao

de sua posicdo no espaco.

Fi = -oV{ri})/or;
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Onde Fiéa forca exercida sobre uma particula i pertencente ao sistema, aV({ri}) é a derivada da

energia potencial total dessa particula e oOrj é a derivada da sua posi¢do no espaco.

Aplica-se a segunda lei de Newton para determinar a aceleracdo a; sobre essa particula

dividindo-se a forca F; a qual essa particula esta submetida por sua massa m;.
ﬁi = Vi/mi

A aceleracdo € utilizada no algoritmo de Verlet (VERLET, 1967) para determinar a trajetoria
das particulas determinando a propagacdo das posi¢cBes em incrementos de tempo. A férmula é
representada a seguir.

hi(t + 8t) = 2r; () — ri (t + 8t) + &i(t) 5t

As velocidades das particulas ndo desempenham papel algum na determinagédo das trajetorias,
uma vez que ndo sdo explicitadas na formula acima. As velocidades séo, no entanto, componentes da
energia cinética que, somada a energia potencial, representa a energia total do sistema, além de traduzir
ainda a temperatura do sistema, que é definida em termos de energia cinética media. Elas podem ser

calculadas utilizando-se o algoritmo de Verlet para propagacao das velocidades.
Vi= [ri(t + ot) — ri(t — ot)]/26t

O algoritmo Summed Verlet ou Leapfrog é também utilizado nas dindmicas a fim de minimizar
as imprecisdes numericas decorrentes da disparidade entre os valores pequenos das variacGes das
posicOes e o0s valores grandes representados pelas posicdes em si. Esse algoritmo é derivado de uma
modificacdo do algoritmo de Verlet (BERENDSEN et al., 1984; ALLEN & TILDESLEY, 1987; VAN
GUNSTEREN & BERENDSEN, 1990) em que sdo levadas em conta as velocidades nos meios-passos

t+ dt/2 e t — ot/2. A propagacdo das posicOes é entdo determinada pela equacao a seguir.
ri(t + ot) = ri(t) + \_/)i(t + 6t/2) 6t

Onde ri(t + dt) é a posigdo no instante seguinte, ri(t) € a posi¢do no instante atual, 6t é a varia¢ao
de tempo (tamanho do passo) e vi(t + 6t/2) é a velocidade da particula, que pode ser calculada segundo

a equacao abaixo.
Vi(t + 8t/2) = Vi(t — 8t/2) + aj(t)st

Para cada simulacdo de Dinamica Molecular de coleta de dados foram realizadas outras duas

simulagdes preliminares. A primeira € uma simulacéo de 0,5 ns de ajuste das camadas de solvatagédo na
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qual as particulas do peptideo sdo fixadas e somente o solvente possui liberdade de movimento para
ajustar-se a superficie molecular. A segunda consiste numa dinadmica de termalizacdo de 5 ns, na qual
ocorre um ajuste da energia térmica do sistema a temperatura estipulada nos parametros. Seguiu-se

entdo a simulacéo para coleta de dados, que foi de 115 ns.

Diversos tratamentos eletrostaticos podem ser aplicados na Dindmica Molecular como, por
exemplo, o raio de corte simples (Cut-off), o raio de corte com campo de reacdo (Reaction Field, RF) e
o Particle-Mesh Ewald (PME). Como mencionado no item 3.3, este ultimo tratamento foi escolhido
para representar as interacOes eletrostaticas dos sistemas estudados. O método PME é otimizado para
simulacdes de estruturas retiradas de cristais e muitas publicagdes apontam para uma melhor
representacdo dos sistemas quando esse tratamento é utilizado. Esse método é, por outro lado,

computacionalmente mais custoso.
3.4. Analise de Estruturas Secundarias

A analise de estruturas secundarias foi realizada pelo programa do_dssp cujo algoritmo
interpreta as coordenadas ao decorrer de uma simulacdo de Dinamica Molecular e, a partir da analise
conformacional dos frames da simulacdo é capaz de discriminar sete diferentes padrbes de estrutura
secundaria: 3-hélice, a-hélice, 5-hélice, ponte beta, folha beta, dobras (bends) e voltas (turns). Ao
analisar as estruturas secundarias procura-se verificar a estabilidade do peptideo e sua viabilidade ou
inviabilidade como molécula efetora. A seguir apresenta-se um grafico recuperado de uma dinamica

preliminar para representar o modo com que o programa indica as estruturas secundarias (figura 3.11).
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Figura 3.11 — Gréfico referente & uma simulagdo preliminar, representando as 6 das 7 estruturas secunddrias detectadas pelo programa

do_dssp. A tinica estrutura ndo representada ¢ a o-hélice. Quando o programa ndo detecta nenhuma estrutura secundaria padrao, refere-se
a estes aminoacidos em arranjo coil (quadrado em branco).
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3.5. Distribuicio Radial de Moléculas de Agua ao Redor do fon Zinco - g(R) e célculo da

distancia do fon as histidinas.

A andlise da distribuicdo radial de moléculas de &gua (figura 3.12) com o programa g_rdf nos
permitiu analisar a interacdo do ion com o solvente, a fim de melhor caracterizar a disposi¢do das

moléculas de dgua em relagdo ao ion zinco.

O célculo da distribuicdo radial é realizado conforme a equacéo a seguir.

Na N
<pB(T)> 5 O( oy — 1) ?’
gap\r) = —71— =
( ) <pB>i’.ocai ()OB local { 226;4526;5’ 4rr2

Onde [ ps(r)] é a densidade de particulas do tipo B em uma distancia r ao redor de particulas A e
[pBliocal € @ densidade média de particulas B em uma distancia rmax , que geralmente vale metade do
comprimento da caixa. O célculo é realizado ao longo do tempo de simulacéo e, dessa forma, permite
avaliar a distribuicao radial global da dindmica.
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Figura 3.12 — Gréficos retirados do manual do programa GROMACS representando a distribuicdo radial de d&tomos a uma distancia r do
centro de um atomo (em cinza, topo, a esquerda), a média da distribuicdo de dtomos relativos a distancia rma, (€m cinza, topo, a direita), e
funcdo representando a equagao apresentada anteriormente para &tomos de oxigénio da agua SPC (abaixo). No gréfico da funcéo percebe-
se um pico que representa a primeira camada de solvatacéo e dois menores representando outras camadas. Conforme a distancia aumenta,
a densidade tende a normalizar.
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A distancia do ion zinco as histidinas que participam de sua coordenacdo também foi calcluada.
Esse calculo foi realizado medindo-se a distancia do centro da esfera que representa o ion zinco ao
centro da esfera que representa o &tomo de nitrogénio participante da coordenagdo. A coordenacéo do
fon pelas histidinas poderia ser realizada pelo nitrogénio delta ou pelo nitrogénio épsilon desses

aminoécidos. Escolhemos utilizar a coordenacgdo exatamente como estavam dispostas no cristal.
3.6. Analise de Raiz Quadrada do Desvio Médio (RMSD)

O RMSD (Root Mean Square Deviation) calcula o desvio médio das particulas em relacdo a
uma estrutura de referéncia. Essa analise € um bom padrdo para verificar a estabilidade de uma
estrutura, uma vez que calcula a variacdo de conformagdes assumidas pelo peptideo. A formula para o
célculo do RMSD esté representada a seguir.

n
1
RMSD(t,,t,) = ;Z(n —13)?
i=1

Onde RMSD(t,t;) € o desvio padrdo das conformagdes estruturais no tempo t; em relagdo as
conformacg6es em um tempo tp, n € o total de quadros, r; representa as posigdes das particulas no tempo
t; e rp representa as posigdes das particulas em um tempo t,. As coordenadas representadas por r, sdo as
coordenadas de referéncia, e podem ser fixas (por exemplo, considerando-se apenas a posicéo inicial)

ou variaveis (considerando t; = t; + o7).
3.7. Anélise da Raiz Quadrada da Flutuacdo Media (RMSF)

O RMSF (Root Mean Square Fluctuation) calcula a flutuacdo das coordenadas em relacdo a
uma coordenada média. Assim como o RMSD, é um algoritmo também utilizado para medir a

estabilidade de estruturas.
3.8. Andlise da distribuicdo das conformacdes em grupos estruturais (clusters)

A partir dos dados do RMSD e com a utilizacdo do programa g_cluster foi possivel dividir as
conformacg6es assumidas pelo peptideo ao longo da simulacdo em grupos de estruturas semelhantes

caracterizadas por um raio de corte (0,3 nm).

Essa classificacdo foi realizada pelo algoritmo gromos, integrado no pacote GROMACS. Esse
algoritmo classifica os grupos conformacionais da seguinte forma: primeiramente calcula-se o nimero
de estruturas que apresentam valores de RMSD entre si menores que o raio de corte, ou seja, 0S

vizinhos. Em seguida, a estrutura com maior nimero de vizinhos é removida juntamente com estes do
28



montante de estruturas, formando assim um cluster. O processo é repetido até que todas as estruturas

estejam classificadas em um grupo.
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4. Resultados

4.1. Os peptideos derivados da por¢do N-terminal da endostatina humana e murina possuem

comportamentos distintos ao longo da dinamica.

Ao comparar 0s peptideos N-terminais de endostatina humana (N27hES) e murina (N27mES),
de 27 aminoacidos, na presenca de Zn**, segundo os gréaficos de RMSD (Figura 4.1), de analise de
clusters (Figuras 4.2 e 4.3) e de estrutura secundaria (Figuras 4.4 e 4.5) pode-se concluir que eles
apresentam comportamento distinto. A diferenca mais notavel é a elevada tendéncia do peptideo
murino (N27mES) de formar folhas-beta, ao contrario do peptideo humano (N27hES) (Figuras 4.4 e
4.5).

15 T T T T

. | . |
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Tempo (ns)

| . |
150 200

Figura 4.1 — Gréaficos de RMSD apresentando o desvio médio da estruturas do peptideo murino (N27mES) (linha preta) e
humano (N27hES) (linha vermelha) em relago as estruturas iniciais ao longo de simula¢des de dindmica molecular de 225 ns.
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Figura 4.2 — Representagdo dos 5 maiores clusters de um total de 29 clusters encontrados na simulacéo do peptideo humano na
presenca de Zn*™" (N27hES+) e suas respectivas estruturas médias em ordem crescente de prevaléncia.
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Figura 4.3 — Representacdo dos 5 maiores clusters de um total de 33 clusters encontrados na simulagéo do peptideo murino na

presenca de Zn*" (N27mES+) e suas respectivas estruturas médias em ordem crescente de prevaléncia.
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Figura 4.5 — Grafico de estruturas secundarias do peptideo murino na presenga de Zn++ (N27mES+) ao longo de uma simulagéo
de 225 ns.

4.2. As argininas das posicOes 4 e 27 exercem repulsdo eletrostatica no peptideo humano
(N27hES).

Foi formulada a hip6tese de que a auséncia de estruturas em folha-beta no peptideo humano
devia-se a repulsdo entre cargas positivas presentes em ambos 0s terminais, em decorréncia da presenca
de argininas nas extremidades. Dessa forma, o efeito repulsivo das argininas nas posicdes 4 e 27 foi
testado através da construcdo de dois peptideos. O peptideo N27hES+/R4Q mantém 27 aminoacidos,
mas a arginina da posicdo 4 foi substituida por um residuo de glutamina. O peptideo N25hES+ possui
25 aminoacidos, portanto elimina a arginina da posi¢do 27, porém mantém ainda dois residuos de
arginina: um na posicao 4 e outro na posicao 24 (Tabela 3.1).

A andlise das estruturas secundarias mostra que em ambos 0s sistemas a tendéncia de formar
folhas-beta é restaurada (Figuras 4.6, 4.7 e 4.8). No sistema N25hES+ (Figura 4.7) a formagé&o da folha
beta ocorre em aproximadamente 30 ns de simulacgéo, e no sistema N25hES/R4Q em aproximadamente
70 ns.

As analises de RMSF mostram os diferentes graus de estabilidade dos peptideos testados. Estes
resultados sugerem que no peptideo humano original (N27hES) a repulsdo eletrostatica ocorre devido a
interacdo da arginina 4 com as argininas 24 e 27, gerando altos niveis de flutuacdo (média de 0,38 nm,
Figura 4.9). Como o peptideo humano de 25 amino&cidos possui uma arginina em cada terminal, este
ainda exibe certo grau de instabilidade nos terminais, mas a média da flutuacédo € reduzida para 0,25 nm
(Figura 4.10). O peptideo N27hES+/R4Q, assim como o peptideo murino, ndo possui arginina no N-

terminal, portanto, esse sistema possui 0s menores valores de RMSF dos trés (Figura 4.11).
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Figura 4.6 — Grafico de analise de estruturas secundarias do peptideo humano de 27 aminoacidos na presenca de zinco (N27hES+) ao
longo de uma simulagéo de 125 ns.
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Figura 4.7 — Gréfico de analise de estruturas secundarias do peptideo de 25 aminoacidos, na presenca de zinco (N25hES+) ao longo de
uma simulagdo de 125 ns.
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Figura 4.8 — Grafico de analise de estruturas secundarias do peptideo de 27 aminoacidos mutado sem a arginina da posi¢ao 4, na presenca
de zinco (N27hES+/R4Q) ao longo de uma simulagédo de 125 ns.
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Figura 4.9 — Analise de RMSF do peptideo humano de 27 aminoacidos na presenga de zinco (N27hES+) no intervalo de tempo de 75 a
125 ns. O valor de flutuagdo de cada residuo esta representado sobre a respectiva barra. A média de flutuagéo dos residuos € de 0,38 nm.
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Figura 4.10 — Andlise de RMSF do peptideo humano de 25 aminoacidos na presenca de zinco (N25hES+) no intervalo de tempo de 75 a
125 ns. O valor de flutuacéo de cada residuo esta representado sobre a respectiva barra. A média de flutuagdo dos residuos é de 0,25 nm.
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Figura 4.11 — Anélise de RMSF do peptideo humano de 27 aminoacidos sem a arginina na posicédo 4, na presenca de zinco
(N27hES+/R4Q) no intervalo de tempo de 75 a 125 ns. O valor de flutuagdo de cada residuo esta representado sobre a
respectiva barra. A média de flutuagdo dos residuos é de 0,14 nm.
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4.3. Coordenagdo do ion zinco no peptideo murino (N27mES+) e nos diferentes peptideos
humanos (N27hES+, N25hES+ e N27hES+/R4Q)

Nas anélises de dindmica molecular dos pepideos N-terminais da endostatina na presenca de
zinco, este ion € coordenado pelas histidinas 1, 3 e 11 no inicio de todas as simulacGes. Para os
peptideos murino (N27mES+) e humano (N27hES+), a coordenagdo do ion zinco pelas trés histidinas é
mantida ao longo dos 225 ns de simulagdo (Figuras 4.12 e 4.13). J& no caso dos peptideos humanos
N25hES+ e N27hES+/R4Q a coordenacéo € perdida durante a dindmica, conforme os graficos a seguir

(Figuras 4.14 e 4.15). A razdo para a perda da coordenacdo nesses sistemas ainda nao é clara e requer
maior investigacao.

2,50 —
i — H1
2,25 — H3
. — H11
2,00 -
1,75
E 1,50 -
-% 1,25
C
& i
®» 1,00
a i
0,75 -
0,50
00123 ]ttt o s st
0,00 T T T T T T T | 1
0 50000 100000 150000 200000
Tempo (ps)

Figura 4.12 - Gréfico de distancia entre o fon zinco e os nitrogénios que participam de sua coordenagdo no peptideo murino N27mES+.
Note que a as distancias do ion a cada um dos nitrogénios sdo as mesmas e permanecem constantes a longo de toda a simulagéo (225 ns).

37



— H1
2,50 - —— H3
1 — H11
2,25 -
2,00 -
1,75
é 1,50
p ]
O 1,25 4
= J
:(E
® 1,004
D m
0,75
0,50 -
0,25 —nbbebbibbindion ool ks s A Aol
0,00 T T T T T T T T !
0 50000 100000 150000 200000
Tempo (ps)

Figura 4.13 — Gréfico de distancia entre o ion zinco e os nitrogénios que participam de sua coordenagao no peptideo humano N27hES+.
Note que a as distancias do ion a cada um dos nitrogénios sdo as mesmas e permanecem constantes a longo de toda a simulagéo (225 ns).
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Figura 4.14 - Gréfico de distancia entre o ion zinco e os nitrogénios que participam de sua coordenacdo no peptideo N25hES+ ao longo de
uma simulacdo de 125 ns. Note que a distancia do ion em relagéo aos nitrogénios das histidinas 1 e 11 aumenta drasticamente em torno de

35 ns de simulacdo. A partir desse momento o ion passa a ser coordenado apenas pelo residuo H3.
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Figura 4.15 — Gréfico de distancia entre o ion zinco e os nitrogénios que participam de sua coordenagéo no peptideo N27hES+/R4Q ao

longo de uma simulagéo de 125 ns. Note que a distancia do ion em relagéo ao nitrogénio da histidina 1 aumenta drasticamente em torno

de 35 ns de simulacdo e em relagdo ao nitrogénio da histidina 3 em torno de 90 ns. A partir desse momento o ion passa a ser coordenado
apenas pelo residuo H11.

Nos sistemas que incluiam peptideos na presenca do ion zinco, tambeém foi realizada a analise
de distribuicdo radial de moléculas de &gua em relacdo ao ion, para melhor caracterizar seu estado de
solvatacdo. Essa andlise foi feita em relacdo aos &tomos de oxigénio das moléculas de agua, tomando
como referéncia o ion zinco. No eixo das abscissas esta representada a distancia em relacédo ao centro
da esfera que representa o ion. No eixo das ordenadas estdo representados valores adimensionais que
correspondem a probabilidade de haver atomos de oxigénio do solvente a uma distancia r do ion.
Conforme a distancia aumenta, a probabilidade converge para 1. Na figura 4.16, por exemplo, 0s picos
em 0,2 e 0,4 representam as duas primeiras camadas de solvatacdo. Entende-se que a 0,2 nm de
distancia do ion zinco existe aproximadamente 12 vezes mais chance de encontrar oxigénios do

solvente do que a 2 nm.

Essa forte tendéncia dos oxigénios do solvente de estarem a uma distancia de 0,2 nm representa
a formacdo das interacdes de coordenacao. Pode-se perceber que nos sistemas N27mES+ (Figura 4.16)
e N27hES+ (Figura 4.17) essa tendéncia é menor do que nos sistemas N25hES+ (Figura 4.18) e

N27hES+/R4Q (Figura 4.19). Isto ocorre porque, como mostrado anteriormente, nos dois primeiros

39



sistemas o ion zinco é coordenado por 3 residuos de histidina ao longo de toda a dindmica, ao contrario
dos dois Ultimos sistemas, em que as interacdes de coordenacdo sao perdidas.
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Figura 4.16 - Sistema N27mES+. Gréfico de distribuicdo radial de oxigénios do solvente em relagdo ao ion zinco. Os picos representam
as camadas de solvatagdo. Nota-se que é aproximadamente 12 vezes mais provavel encontrar &tomos de oxigénio a distancia de 0,2 nm do
que a 2.0 nm (onde P=1).
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Figura 4.17 - Sistema N27hES+. Grafico de distribui¢do radial de oxigénios do solvente em relagéo ao ion zinco. Os picos representam as
camadas de solvatacdo. Nota-se que é aproximadamente 12 vezes mais provavel encontrar &tomos de oxigénio a distancia de 0,2 nm do
que a 2,0 nm (onde P=1).
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Figura 4.18 - Sistema N25hES+. Gréfico de distribuicdo radial de oxigénios do solvente em relagéo ao ion zinco. Os picos representam as
camadas de solvatagdo. Nota-se que é aproximadamente 20 vezes mais provavel encontrar &tomos de oxigénio a distancia de 0,2 nm do
gue a 2,0 nm (onde P=1). Essa diferenga ocorre porque as histidinas que coordenam o ion no inicio da dindmica d&o lugar a moléculas de
agua a partir de aproximadamente 35 ns.
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Figura 4.19 - Sistema N27mES+/R4Q. Gréfico de distribuico radial de oxigénios do solvente em relagdo ao ion zinco. Os picos
representam as camadas de solvatacdo. Nota-se que é aproximadamente 17 vezes mais provavel encontrar &omos de oxigénio a distancia

de 0,2 nm do que a 2,0 nm (onde P=1). Nesse sistema, 0 primeiro pico € menor do que no sistema anterior, ja que a perda da coordenacao
ocorreu gradativamente.
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4.4.0 peptideo murino na auséncia de zinco (N27mES-) converge rapidamente para uma
conformacéo sabidamente inativa.

O peptideo murino na auséncia do ion zinco apresenta uma rapida mudanca (em cerca de 10 ns)
nos valores de RMSD (~0,25 nm, Figura 4.20). A seguir, os valores de RMSD oscilam em torno de
0,25 nm ao longo de toda a simulagdo. Analise de clusters mostra que praticamente todas as estruturas
amostradas foram classificadas em um Unico cluster de 0,3 nm (Figura 4.21). Na presenca do ion zinco,
como foi visto no item 4.1, o peptideo apresenta uma mudancga gradual nos valores de RMSD até

assumir uma conformacdo de equilibrio.

I..S T T T T T T

RMSD (nm)

05—

| L | 1 | 1 | 1
0 20 40 60 80 100 12
Tempo (ns)

Figura 4.20 - Gréfico de RMSD do peptideo murino na auséncia de zingo N27mES- ao longo de uma dindmica de 120 ns. A estrutura de

referéncia utilizada foi a estrutura final.

Clusters
N27mES-
e
[
§ 3 - o - -
[75]
= 2 A G -
o
1 LU LR
| |
% 50 100
Time (ns)

Figura 4.21 — Gréfico apresentando os 5 clusters mais representativos de um total de 16 clusters encontrados para o peptideo
murino na auséncia de zinco N27mES- ao longo de uma dindmica de 125 ns.
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4.5. O peptideo murino na presenca de zinco (N27mES+) atinge uma conformagdo estavel em
grampo-beta similar ao arresteno.

Como mostrado anteriormente, (item 4.1), ap6s 80 ns de simulagdo, o peptideo murino na
presenca de zinco (N27mES+) assumiu uma conformagdo em grampo-beta que permaneceu estavel até
o0 término de uma simulacéo de 225 ns (Figura 4.5) . Essa folha-beta é formada por interagdes entre 0s
residuos 9, 10, 11, 12, 13 e os residuos 20, 21, 22, 23, 24. O sistema permaneceu nesta conformacao
por aproximadamente 140 ns.

Com intuito de testar a estabilidade dessa conformagéo, ela foi utilizada como estado inicial
para uma nova simulagdo de dindmica molecular com duragdo de 1 ps (Figura 4.22), utilizando uma

semente randdémica distinta. Mais uma vez, a estrutura de grampo-beta mostrou-se estavel.
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Figura 4.22 Gréfico de andlise das estruturas secundarias da simulagdo de 1 ps do sistema N27mES+. Note que as folhas-beta

mantém-se estaveis ao longo de toda a simulacéo.

Considerando que esta estrutura em grampo-beta, que apresentou grande estabilidade, pudesse
ser responsavel pela atividade biologica do fragmento N-terminal da endostatina, foi realizada de forma

manual uma comparacao entre as estruturas de algumas proteinas antiangiogénicas, apresentadas na
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secdo 1.3. Verificou-se que o peptideo N27mES+ apresentava consideravel similaridade estrutural com

a estrutura do arresteno.

O arresteno é uma proteina antiangiogénica derivada da por¢do nao globular do colageno IV
(COLORADO et al., 2000). Sua estrutura apresenta um grampo-beta similar ao formado pelo peptideo
N-terminal da endostatina murina, N27mES+ (Figura 4.23). Alguns residuos estdo em posicdes
espaciais correlacionadas: prolinas, lisinas, asparaginas e argininas. Desses, 0s trés primeiros residuos
estdo na mesma posicdo relativa na sequéncia primaria, jd as argininas estdo deslocadas uma em

relacdo a outra por apenas um residuo.

Figura 4.23 — Representacdo parcial da estrutura cristalografica do arresteno (em rosa) e do peptideo murino N27mES+ (ciano).
Os residuos prolina, leucina, asparagina e arginina estdo em posi¢des espacialmente correlacionadas.
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Além da conformacdo espacial e da sequéncia priméaria, o potencial eletrostatico das duas
estruturas € também similar, como pode ser visto na figura 4.24, que apresenta a superficie de potencial

eletrostatico das duas cadeias.

Arresteno N27mES+

Positivo y ‘
V/

Neutro
/

b \
Figura 4. 24 — Potencial eletrostatico representado na superficie acessivel ao solvente e a respectiva representagéo em cartoon

do arresteno (a esquerda) e do peptideo murino N27mES+ (a direita) em diferentes orienta¢des espaciais.

90

Topo

4.6. Uma vez estabelecida, a folha beta pode ser mantida por um minimo de 20 aminoéacidos.

Para determinar qual seria o menor fragmento do peptideo murino que poderia manter a
conformacdo em folha-beta, nds restringimos a sequéncia a um total de 20 residuos e ainda a apenas 18
residuos, correspondentes aos residuos que formam a folha-beta no peptideo N27mES+. Uma vez que
duas das trés histidinas que participam na coordenacdo do ion zinco foram removidas, também

removemos o ion de ambos 0s sistemas.
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O peptideo de 20 residuos (N20mES-) foi capaz de manter a conformacdo de grampo-beta
estavel ao longo de 120 ns de simulacdo (Figura 4.25), enquanto o peptideo de 18 residuos (N18mES-)
perdeu as caracteristicas de uma folha beta aproximadamente em torno dos 50 ns iniciais (Figura 4.26).
Em ambos os sistemas, a estrutura inicial dos peptideos foi derivada da estrutura final do peptideo
N27mES+, ou seja, as folhas-beta ja se encontravam estruturadas.
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Figura 4.25 — Gréfico de analise de estrutura secundaria do peptideo murino de 20 residuos (N20mES-) ao longo de uma simulagdo de
125 ns.

18

6 “ M it alIIIIIIIII |
i nall

il
14 ||| ‘ | |

| U 'n ]ln m Akl m\h”m

1

%]

10

Residue

' | N

Tlme (ns)

L) 1
80 100 120

Figura 4.26 — Gréfico de andlise de estrutura secundaria do peptideo murino de 18 residuos (N18mES-) ao longo de uma simulagdo de
125 ns.
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4.7. Andlise geral das trajetorias de simulagdo por dindmica molecular pela progressdo de

clusters

Ao longo das secbes subsequentes serd descrita uma analise das simulagdes de dindmica
molecular através da observacdo de grupos de estruturas, sua progressao temporal e prevaléncia. Serdo
apresentados os gréaficos de clusters e as estruturas médias dos cinco clusters mais representativos de
cada dinamica, junto com a sua prevaléncia, na forma de percentagem de frames em relacdo ao total de
frames presentes nas trajetdrias obtidas por simula¢des de dinamica molecular de 125 ou 225 ns. Como
descrito na sec¢do 3.8, 0 método utilizado na determinacdo de clusters foi o gromos e o raio de corte
utilizado foi de 0,3 nm.

O cddigo de cores foi mantido em todas as figuras; sendo azul-escuro a estrutura média do
cluster de maior prevaléncia, cuja identificacdo nos gréaficos de cluster é 1, em vermelho a estrutura
média do segundo cluster mais prevalente, cuja identificacdo é 2, e assim por diante, no sentido horario.
Em laranja, nos graficos de percentagem, estdo representados os demais grupos de estruturas, ou seja,

aqueles com menor prevaléncia, que ndo estdo entre 0s cinco mais representativos.

4.7.1. N27mES+

A estrutura do peptideo murino na presenca de zinco (N27mES+) convergiu para uma
conformacéo estavel a partir de aproximadamente 80ns de simulacdo. Esta conformacéo preferencial é
representada pelo cluster 1 na figura 4.27 e pela cor azul-escuro na figura 4.28. Coincidentemente, para
esta dinamica, os grupos estdo ordenados temporalmente em ordem decrescente, ou seja, 0 quinto
cluster mais prevalente (cluster 5) foi o primeiro a surgir na dinamica e o cluster mais prevalente
(cluster 1) foi o ultimo a surgir. Os resultados obtidos sugerem que o peptideo murino na presenca de
zinco assume estruturas progressivamente mais estaveis (Figura 4.27), finalmente convergindo para
uma conformacdo em grampo-beta estavel que apresenta um residuo de asparagina na extremidade do

grampo (Figura 4.28).
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Figura 4.27 — Distribui¢do temporal dos 5 clusters mais presentes do sistema N27mES+ ao longo de 225 ns.
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Figura 4.28 — Estruturas médias dos clusters mais representativos do sistema N27mES+.
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4.7.2. N27mES-

A estrutura do peptideo murino na auséncia de zinco (N27mES-) assume rapidamente uma
conformacéo estavel (Figura 4.29). Esta conformacdo provavelmente ndo apresenta atividade bioldgica,
uma vez que ja foi relatado que o peptideo na auséncia de zinco ndo apresenta atividade
antiangiogénica (SJIN et al., 2005). Nessa conformacdo mais prevalente (cluster 1) o peptideo
apresenta interacdes entre 0s terminais que estabilizam a estrutura como um todo (Figura 4.30). Os
grupos 1, 3 e 4 (azul-escuro, verde e lilas, respectivamente) apresentam uma conformacéo similar, onde
existem interacdes entre os terminais e sdo formados dois loops.

A estrutura do segundo grupo mais representativo (cluster 2) apresenta uma fita-beta N-
terminal (Figura 4.30) e surge por volta dos 40 ns de simulagdo, mas é perdida em torno dos 60 ns e
ndo volta a surgir (Figura 4.29). Dessa forma, a conformacdo representada pelo grupo 1 parece ser

consideravelmente estavel e aparentemente nao se altera sob estas condi¢des de simulagéo.
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Figura 4.29 — Distribuicdo temporal dos 5 clusters mais presentes do sistema N27mES- ao longo de 125 ns.
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Figura 4.30 — Estruturas médias dos clusters mais representativos do sistema N27mES-.
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4.7.3. N27hES+

Como mostramos anteriormente (se¢do 4.2), as argininas presentes nos terminais do peptideo

humano de 27 residuos apresentam cargas positivas que prejudicam sua estabilidade. Assim, o0s

terminais desse peptideo tendem a se separar (Figura 4.32), impedindo a formacdo de uma folha-beta
Unica e estavel como a do peptideo murino.

De forma geral, o grupo estrutural mais prevalente (cluster 1) do peptideo humano de 27

residuos pode ser considerado uma estrutura de transicdo, capaz de dar origem a todas as demais
estruturas (Figuras 4.31 e 4.32).
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Figura 4.31 — Distribui¢do temporal dos 5 clusters mais presentes do sistema N27hES+ ao longo de 225 ns.
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4.32 — Estruturas médias dos clusters mais representativos do sistema N27hES+.
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4.7.4. N27hES-

Na auséncia do ion zinco, assim como no peptideo murino, a estrutura do N27hES- assume uma
conformacdo relativamente estavel (cluster 1), que predomina até aproximadamente 80 ns de
simulagdo. Esta estrutura entdo é perdida e da lugar a outros grupos de estruturas. O grupo de estruturas
predominante ao término da simulacdo é a que representa o cluster 4, entretanto seria necessario

estender o tempo de simulacdo para entender melhor a dindmica desse fragmento e verificar se ele
alcanca ou ndo uma conformacéo estavel.
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Figura 4.33 — Distribui¢do temporal dos 5 clusters mais presentes do sistema N27hES- ao longo de 125 ns.
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Figura 4.34 — Estruturas médias dos clusters mais representativos do sistema N27hES-.
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4.7.5. N25hES+

No peptideo derivado do N-terminal da endostatina humana no qual foi removida uma das
argininas do C-terminal, restam ainda duas argininas, uma em cada extremidade (item 4.2). As
estruturas resultantes, na presenca de zinco, tendem a formar folhas-beta (Figura 4.36). Entretanto, o
grupo mais representativo ndo ¢ mantido ao longo de toda a dindmica, mas da lugar a outros grupos a
partir de aproximadamente 90 ns de simulacdo (Figura 4.35). Nota-se também que a diferenca mais
clara entre as conformacgdes dos clusters 1, 3 e 4, que predominam no final da simulagdo é a posicéo
dos terminais em relacdo a folha-beta (Figura 4.36). Esta caracteristica reflete exatamente o que é
observado nos graficos de RMSF no item 4.2. Nota-se também que o residuo de asparagina nao esta

localizado na extremidade do grampo-beta formado (Figura 4.36), como ocorre no caso do peptideo
N27mES+ (item 4.7.1, Figura 4.28).

Vale lembrar que neste sistema a coordenacdo do ion zinco ndo € mantida por todo o tempo de
simulagéo (item 4.3, Figura 4.14).

R B -~ oo e
B e -, —
e B -

Cluster ID

= I - - I
0 : I : . . I . . . . r .
0 20000 40000 60000 80000 100000 120000
Tempo (ps)

4.35 — Distribui¢do temporal dos 5 clusters mais presentes do sistema N25hES+ ao longo de 125 ns.
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Figura 4.36 — Estruturas médias dos clusters mais representativos do sistema N25hES+.
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4.7.6. N27hES+/R4Q

O peptideo N27hES+/R4Q apresenta o N-terminal da endostatina humana no qual foi inserida
uma mutacdo em que a arginina da quarta posicdo foi alterada por um residuo de glutamina. Dessa
forma, o N-terminal do peptideo torna-se livre de argininas e a estabilidade dos terminais aumenta
significativamente (item 4.2). Podemos perceber uma tendéncia a assumir conformagdes
progressivamente mais estaveis, culminando com a estrutura referente ao cluster 1, que se mantém

estavel a partir de aproximadamente 60 ns de simulagdo (Figura 4.37).

Assim como no item anterior (4.7.5), apesar de ocorrer a formagédo de folhas-beta na estrutura
referente ao cluster 1 (Figura 4.38), a posicdo dessas estruturas na sequéncia de aminoacidos é
ligeiramente distinta daquela referente ao peptideo N27mES+ (item 4.5). Além disso, assim como
ocorre para o sistema N25hES+, também no caso de N27hES+/R4Q observou-se a dissociagdo do ion
zinco do peptideo durante as simulagdes de dindmica molecular (item 4.3, Figura 4.15). Isto sugere que
0 ion zinco induz a formacdo de uma folha-beta Unica, mas a permanéncia da sua coordenagdo €
necessaria & manutencdo de uma estrutura especifica.
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Figura 4.37 — Distribui¢do temporal dos 5 clusters mais presentes do sistema N27mES+/R4Q ao longo de 125 ns.

58



N27hES+/R4Q

Figura 4.38 — Estruturas médias dos clusters mais representativos do sistema N27hES+/R4Q.
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4.7.7. N20mES-

O ensaio do sistema N20mES-, representando um peptideo murino com apenas 20 residuos,
juntamente com o sistema N18mES-, derivado do peptideo murino com 18 residuos, teve como

objetivo principal responder a pergunta: qual o menor nimero de residuos capaz de manter as
caracteristicas da folha-beta? (item 4.6)

A andlise de clusters da simulagdo de N20mES- revelou que 86% dos quadros apresentavam
estruturas em folha-beta que foram classificadas em um mesmo grupo de estruturas de 0,3 nm presente
ao longo de todo o tempo de simulagdo (Cluster 1, figura 4.39). Dessa forma, as demais estruturas
assumidas representaram apenas 14% do tempo (Figura 4.40).

A estrutura referente ao cluster principal apresentou a conformacdo de grampo-beta estavel
mantendo o residuo de asparagina na extremidade do grampo (Figura 4.40), similar ao observado para
0 peptideo murino de 27 aminoécidos (item 4.7.1).E importante notar que mesmo as estruturas
minoritarias, ainda que ndo apresentassem caracteristicas de folha-beta, mantiveram a dobra da cadeia,

com a asparagina 10 (ASN16 na sequéncia da endostatina integra) posicionada no meio do loop central
da estrutura.
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Figura 4.39 — Distribui¢do temporal dos 5 clusters mais presentes do sistema N20mES+ ao longo de 125 ns.
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Figura 4.40 — Estruturas médias dos clusters mais representativos do sistema N20mES-.
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4.7.8. N18mES-

A simulagdo do peptideo murino de 18 residuos mostrou que este ndo foi capaz de manter a
estabilidade do grampo-beta. Pode-se observar que a estrutura média do cluster 1 (Figura 4.42, cor
azul-escuro), ndo apresenta uma folha-beta estruturada. Entretanto, a estrutura média do cluster 5, que
também é observado no inicio da simulacéo, apresenta folha-beta. De todos os grupos, € o grupo 5 que
possui maior similaridade estrutural com as conformacgfes assumidas pelo N20mEs-, seguido pelo
grupo 1.

Aproximadamente a partir de 70 ns de simulacdo nds pudemos observar uma mudanca
conformacional grande, a convergéncia estrutural para o segundo cluster e, a partir de entdo, uma perda
progressiva de estrutura e da estabilidade, caracterizada pelo surgimento de clusters de estruturas cada
vez menores (Figura 4.41). Dessa forma, pode-se perceber que o peptideo de 18 residuos ndo é capaz
de manter a estrutura em folha-beta, assim como observado no item 4.6, (Figura 4.26).
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4.41 — Distribuicéo temporal dos 5 clusters mais presentes do sistema N18mES- ao longo de 125 ns.
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4.42 — Estruturas médias dos clusters mais representativos do sistema N18hES-.
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5. Discussao

Neste estudo foram realizadas analises estruturais, utilizando Dindmica Molecular, de peptideos
correspondentes a porcdo N-terminal da endostatina, explorando diferencas entre peptideos derivados
da endostatina humana e murina, com o intuito de identificar elementos importantes para a manutengéo

da sua estabilidade e consequentemente, funcéo bioldgica.

A utilizagdo de algoritmos classicos de Dinamica Molecular para avaliar o enovelamento
protéico foi escolhida por ser um método relativamente econdmico e pelo fato de os fragmentos a
serem estudados estarem disponiveis em bancos de dados de estruturas cristalogréficas, o que permitia

descrever o comportamento a partir da estrutura original.

Diversos outros métodos vém sendo desenvolvidos para predizer estruturas de proteinas e
peptideos. Atualmente, metodologias de predicdo de estrutura tridimensional por homologia sdo muito
utilizadas e geram resultados satisfatorios. Outra abordagem interessante sdo métodos estocéasticos,
cujos algoritmos sorteiam conformacdes possiveis para uma sequéncia de aminoacidos e comparam a
energia potencial segundo parametros pré-definidos aceitando ou refutando a nova conformacéo

gerada.

As simulacgdes de Dindmica Molecular fornecem dados importantes sobre o comportamento dos
sistemas ao longo da simulacdo, ja que incluem informacgdes sobre a trajetoria dos atomos além de
informacGes sobre a energia interna, raios de giro, conformacdes, volume, entre outras. Desse modo,
essa metodologia foi escolhida para analisar a estabilidade estrutural dos peptideos derivados da

endostatina.

Em um trabalho anterior, (SJIN et al. 2005) verificou-se que peptideos correspondentes ao N-
terminal de endostatina humana (contendo 25 aminoacidos) e murina (contendo 27 aminoacidos),
apresentavam atividade antitumoral equivalente a da proteina integra. A escolha de diferentes tamanhos
para esses peptideos ndo foi explicada e, portanto, no presente trabalho optamos por simular peptideos

de 27 residuos em ambos 0S casos.

Verificamos que os peptideos humano e murino se comportam de maneiras distintas. De
maneira geral, verificamos que o peptideo derivado da endostatina murina apresentou forte tendéncia a
formacdo de folhas-beta e maior estabilidade estrutural, ao contrario do peptideo derivado da

endostatina humana.

Mostramos que, no caso do peptideo humano, a presenca de cargas iguais em ambas as

extremidades prejudica a sua estabilidade. Para tal, propusemos de forma inédita uma mutagdo
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eliminando a arginina da extremidade N-terminal. Comparamos também a estabilidade do peptideo de
25 aminoécidos (N25hES), como utilizado por Sjin em seu estudo funcional (SJIN et al., 2005). Neste
caso, a arginina da posicao 27 é eliminada enquanto as argininas das posi¢6es 4 e 24 sdo mantidas. Em
ambos os peptideos modificados a tendéncia de formar folhas-beta foi restaurada. Tanto os valores de
RMSF dos residuos terminais, quanto os valores de média de flutuagdo dos residuos, mostraram que a
estabilidade do peptideo de 25 aminoacidos foi intermediéria entre o peptideo mutado, com apenas uma
extremidade positiva, e o peptideo de 27 aminoéacidos. Portanto, é possivel que a instabilidade causada
pela repulséo das extremidades tenha sido o motivo pelo qual Sjin (SJIN et al., 2005) preferiu utilizar o
peptideo humano de 25 residuos.

Os peptideos testados, de 27 ou 25 residuos, possuem 0s trés residuos de histidina (1, 3 e 11)
responsaveis pela coordenacdo do ion zinco na molécula original. A presenca deste ion é crucial para a
atividade antiangiogénica dos peptideos (SJIN et al., 2005) mas sua importancia para a funcdo da
molécula integra de endostatina é controversa (SIM et al., 1999, YAMAGUCHI et al., 1999). Por isso,
neste trabalho comparamos o comportamento dos peptideos derivados de endostatina na presenca e

auséncia de zinco.

Para os peptideos humano e murino de 27 aminoacidos, a coordenacdo do ion zinco pelas trés
histidinas foi mantida ao longo de todo o tempo de simulagdo. Porém, estes peptideos apresentaram
respostas diferentes quanto a interagcdo com o ion zinco, conforme demonstrado nos graficos de RMSD
(Figura 4.1), clusters (Figuras 4.2 e 4.3) e estrutura secundaria (Figuras 4.4 e 4.5). O peptideo derivado
da proteina murina alterou seu comportamento de forma drastica ao interagir com o ion zinco.
Mostramos que o ion zinco participa da estruturacdo deste peptideo de forma bastante acentuada,
acarretando a formacdo de um Unico grampo-beta. Na auséncia do ion, as histidinas tenderam a se
afastar, isso permitiu a histidina 11 participar na formacdo de outro grampo-beta, em outra posi¢cdo da
cadeia peptidica, impedindo a formacdo do grampo-beta principal. Esta estrutura é representada pelo
segundo cluster do sistema N27mES- na auséncia de zinco (Figura 4.30, grupo vermelho) e possui
certa similaridade estrutural com a estrutura do primeiro cluster do peptideo derivado da endostatina

humana na auséncia de zinco.

Sabe-se que o peptideo N-terminal da endostatina ndo apresenta atividade antiangiogénica na
auséncia do ion zinco. Dessa forma, uma vez que a funcdo biol6gica de uma proteina esta intimamente
ligada a sua estrutura, podemos supor que a conformacdo assumida pelo peptideo murino na auséncia

de zinco (N27mES-) ndo € capaz de desempenhar atividade antiangiogénica.
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Ao permanecer ligado a estrutura dos fragmentos, o ion zinco provoca uma interferéncia em
suas conformagdes, criando tensdes nos angulos torcionais da cadeia peptidica que ndo existiriam na
sua auséncia. Dessa forma, a presenca do ion zinco é responsavel por um direcionamento do caminho
de enovelamento. Na presenca do ion zinco, com excecdo do peptideo humano original, os peptideos
tenderam a assumir conformacGes progressivamente mais estaveis culminando com a convergéncia

para uma estrutura mais estavel em grampo-beta.

Entretanto, descrevemos que, apesar de os peptideos humanos modificados (N25hES+ e
N27hES+/R4Q) assumirem uma estrutura em grampo-beta, a posicdo dessa estrutura na cadeia é
diferente daquela observada no peptideo murino na presenca de zinco (N27mES+). Além disso,
também relatamos que a coordenacdo do ion zinco pelas histidinas 1, 3 e 11 nos sistemas N25hES+ e
N27hES+/R4Q ndo é mantida ao longo dos 125 ns de simulacdo. Estes resultados sugerem que o ion
zinco induz a formac&o de uma folha-beta Gnica, mas a permanéncia da sua coordenacéo é necessaria a

manutengdo de uma estrutura especifica.

Acredita-se que pequenos peptideos ndo assumam uma estrutura rigida como as grandes
proteinas, mas que possuam estruturas preferenciais que sofrem alteracGes periddicas gerando um
equilibrio conformacional (SARZEDAS et al., 2008). Dessa forma, ndo foi surpreendente encontrar
grande flexibilidade nos peptideos submetidos as simula¢es de Dindmica Molecular. Para provar que a
estrutura média do maior cluster da dinamica do peptideo murino na presenca de zinco (N27mES+) é
de fato a estrutura preferencial desse fragmento, realizamos uma simulacdo de Dinadmica Molecular
com duracdo de 1 microssegundo partindo da estrutura estdvel em grampo-beta, e esta mostrou-se

estavel durante todo o tempo da simulagéo.

As analises de distribuicdo radial de agua ao redor do ion zinco mostram que ele possui
camadas de solvatacdo, estando dessa forma em contato com o solvente. Ao acompanhar a dinamica,
pode-se perceber que trés moléculas de dgua participam da coordenacdo do ion nos sistemas N27mES+
e N27hES+, ao contrario do que ocorre na proteina integra onde o ion ndo entra em contato direto com
o0 solvente (HOHENESTER et al., 2000).

Outro ponto importante a ser discutido é sobre a coordenacdo do zinco. Nesse estudo a
protonacdo das histidinas foi mantida fixa na mesma posicdo encontrada no cristal, entretanto, vale
ressaltar que a protonacdo pode ocorrer tanto nos nitrogénios delta quanto nos nitrogénios épsilon,
conferindo a cadeia maiores possibilidades conformacionais. Estudos apontam que a endostatina pode
ser internalizada a partir da interagdo com nucleolina e integrina as e transportada até o nicleo onde,

posteriormente, sdo encontrados produtos de degradacdo da endostatina (SHI et al., 2008). O nucleo
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das celulas animais possui caracteristicas singulares, distintas do ambiente extracelular ou mesmo do
citoplasma como, por exemplo, pH (SEKSEK & BOLARD, 1996), o que pode acarretar diferencas

estruturais.

A anélise comparativa realizada com a estrutura assumida pelo peptideo murino N27mES+
(Figura 4.28, grupo azul) com a estrutura terciaria da cadeia a; do fragmento globular do colageno 1V
(RYAN et al.,, 1998), o arresteno, mostrou similaridade conformacional entre elas (Figura 4.23).
Ambas as estruturas apresentam uma folha-beta e uma dobra. Além disso, existem 4 aminoacidos em
posicdes equidistantes em ambas as sequéncias. Desses aminoécidos conservados, as asparaginas
encontram-se em posicdo apical e poderiam exercer contato com algum receptor bioldgico. De fato, a
tumstatina, que é uma proteina antiangiogénica derivada da cadeia a3 do colageno IV, analoga ao
arresteno, desempenha seu efeito bioldgico através de uma folha-beta similar. (MAESHIMA et al.,
2001; EIKESDAL et al., 2008). Mostramos também que esta conformacdo em grampo-beta assumida
pelo peptideo murino, uma vez estabelecida, pode ser mantida por um minimo de 20 residuos (item
4.6). Contudo, uma vez que este peptideo ndo possui um motivo de ligacdo ao ion zinco, necessario
para induzir a formacéo da folha-beta, outras modificages, como a sintese de um peptideo em forma

ciclica, poderiam facilitar a formacdo deste motivo estrutural.

Outra proteina antiangiogénica relatada na literatura é a canstatina (KAMPHAUS et al., 2000).
Essa proteina corresponde ao fragmento globular da cadeia a2 do coldgeno IV e também apresenta uma
folha-beta similar. Entretanto, nem a tumstatina nem a canstatina apresentam o aminoacido asparagina
na extremidade da dobra, apesar de apresentarem os aminoacidos prolina e leucina formando a base da
folha-beta.

Para melhor elucidar os mecanismos de acdo da endostatina ainda é necessario responder a uma
série de perguntas. Alguns de seus receptores como o heparan-sulfato (SASAKI et al., 1999;
RICARD-BLUM et al., 2004), a integrina a5p1 (WICKSTROM, ALITALO & KESKI-OJA, 2002) e
nucleolina (SHI et al., 2008) ja foram identificados, assim como alguns mecanismos de acdo como
alteracdes no citoesqueleto (DIXELIUS et al., 2002), apoptose pela via mitocondrial (YUAN et al.,
2008) e ligacdo a pro-MMP2 (KIM et al., 2000; LEE et al., 2002). Entretanto sdo necessarios mais
estudos sobre interacdo das variadas formas biologicamente ativas da endostatina com proteinas
celulares. Um estudo desse tipo lancaria luz sobre todos 0s possiveis receptores celulares da endostatina

e abriria portas para outros estudos in silico como, por exemplo, estudos de ancoramento molecular.
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6. Conclusdes

Esse estudo mostrou que o peptideo de 27 aminodcidos derivado da porgdo N-terminal da
endostatina murina, na presenga do ion zinco, assume uma estrutura que tende a estabilizar-se com o
decorrer das simulagdes, apresentando uma conformacdo em grampo-beta que, possivelmente,

relaciona-se com sua funcéo bioldgica.

J& o peptideo de 27 aminoécidos correspondente ao N-terminal da endostatina humana
apresenta instabilidade devido a repulsdo eletrostatica interna exercida por argininas terminais. Ensaios
utilizando uma forma mutante, que elimina uma arginina terminal (R4Q), poderiam superar esta

questdo.

NOs sugerimos que um peptideo de apenas 20 aminoacidos seria teoricamente capaz de manter a
estrutura de grampo-beta associada a funcdo biologica, entretanto, a presenca do zinco mostrou-se
necessaria a formacgdo desta estrutura. A utilizagdo de fragmentos ainda menores da endostatina,
facilitaria o processo de sintese, reduzindo os custos producdo de um possivel farmaco

peptideomimético.

E necessario prosseguir com a investigacdo estrutural, incluindo outras técnicas, como
ressonancia magnetica e dicroismo circular, pois essa busca tem como meta ulterior identificar motivos
ou conformacdes com propriedades antiangiogénicas intrinsecas, que poderdo entdo ser sintetizados e

utilizados com fins terapéuticos.
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8. Anexo: Arquivos de parametros

Abaixo seguem alguns arquivos de parametros (.mdp) utilizados nas otimizagdes de energia e
dindmicas moleculares. Para cada etapa descrita no item 3.3 foi empregado um arquivo “mdp”
diferente. As etapas sdo: otimizacdo de geometria utilizando o algoritmo de maximo declive com
restricdo de posi¢des, otimizacdo de geometria utilizando o algoritmo de maximo declive sem restri¢ao
de posicdes, otimizagdo de geometria utilizando o algoritmo de gradientes conjugados, dindmica
molecular com restricdo de posicdes e dinamicas moleculares sem restricdo de posigcdes. Sera

apresentado apenas um “mdp” de cada tipo mencionado.

8.1. Méaximo Declive com Restricdo de PosicGes

; VARIOUS PREPROCESSING OPTIONS

title = prsd

; Preprocessor - specify a full path if necessary.
cpp = /lib/cpp

include =

define = -DPOSRES -DFLEXIBLE

; RUN CONTROL PARAMETERS

integrator = steep

; Start time and timestep in ps

tinit =0

dt =0.002 (dtx nsteps /1000 =ns)
nsteps = 5000000

; For exact run continuation or redoing part of a run
init_step =0

; mode for center of mass motion removal
comm-mode = Linear

; humber of steps for center of mass motion removal
nstcomm =1

; group(s) for center of mass motion removal
comm-grps =

; ENERGY MINIMIZATION OPTIONS
; Force tolerance and initial step-size

emtol =42.0

emstep =0.01

; Max number of iterations in relax_shells

niter =20

; Step size (ps”2) for minimization of flexible constraints
fcstep =0

; Frequency of steepest descents steps when doing CG
nstcgsteep = 1000

nbfgscorr =10

; OUTPUT CONTROL OPTIONS
; Output frequency for coords (x), velocities (v) and forces (f)
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nstxout = 100000

nstvout = 100000

nstfout =0

; Checkpointing helps you continue after crashes
nstcheckpoint =1000

; Output frequency for energies to log file and energy file
nstlog =1000

nstenergy =50

; Output frequency and precision for xtc file

nstxtcout = 20000

xtc-precision = 10000

; This selects the subset of atoms for the xtc file. You can
; select multiple groups. By default all atoms will be written.

xtc-grps =
; Selection of energy groups
energygrps = Protein Non-Protein

; NEIGHBORSEARCHING PARAMETERS
; nblist update frequency

nstlist =5
; s algorithm (simple or grid)
ns_type = grid

; Periodic boundary conditions: xyz (default), no (vacuum)
; or full (infinite systems only)

pbc =Xyz

; nblist cut-off

rlist =1.0
domain-decomposition = no

; OPTIONS FOR ELECTROSTATICS AND VDW
; Method for doing electrostatics

coulombtype = PME

rcoulomb-switch =0

rcoulomb =1.0

; Relative dielectric constant for the medium and the reaction field
epsilon-rf =54

epsilon_r =1

; Method for doing Van der Waals

vdw-type = Cut-off

; cut-off lengths

rvdw-switch =0

rvdw =1.0

; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure
DispCorr =No

; Extension of the potential lookup tables beyond the cut-off
table-extension =1

; Seperate tables between energy group pairs
energygrp_table =

; Spacing for the PME/PPPM FFT grid

fourierspacing =0.12

; FFT grid size, when a value is 0 fourierspacing will be used
fourier_nx =0

fourier_ny =0

fourier_nz =0

; EWALD/PME/PPPM parameters
pme_order =4

ewald_rtol =1e-05



ewald_geometry =3d
epsilon_surface =0
optimize_fft =no

; GENERALIZED BORN ELECTROSTATICS
; Algorithm for calculating Born radii

gb_algorithm = Still
; Frequency of calculating the Born radii inside rlist
nstgbradii =1

; Cutoff for Born radii calculation; the contribution from atoms
; between rlist and rgbradii is updated every nstlist steps

rgbradii =2
; Salt concentration in M for Generalized Born models
gb_saltconc =0

; OPTIONS FOR WEAK COUPLING ALGORITHMS
; Temperature coupling

Tcoupl = berendsen

; Groups to couple separately

tc-grps = Protein Non-Protein

; Time constant (ps) and reference temperature (K)
tau-t =0.10.1

ref-t =310 310

; Pressure coupling

Pcoupl = berendsen

Pcoupltype = |sotropic

; Time constant (ps), compressibility (1/bar) and reference P (bar)
tau-p =1

compressibility = 4.5e-5

ref-p =1

; Random seed for Andersen thermostat
andersen_seed = 815131

; GENERATE VELOCITIES FOR STARTUP RUN

gen-vel =no
gen-temp =310
gen-seed = 4890394

; NMR refinement stuff
; Distance restraints type: No, Simple or Ensemble

disre = simple
; Force weighting of pairs in one distance restraint: Conservative or Equal
disre-weighting = Conservative

; Use sqrt of the time averaged times the instantaneous violation
disre-mixed =no

disre-fc = 1000

disre-tau =

; Output frequency for pair distances to energy file
nstdisreout =100

: Orientation restraints: No or Yes

orire =no

; Orientation restraints force constant and tau for time averaging
orire-fc =0
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orire-tau =0

orire-fitgrp =

; Output frequency for trace(SD) and S to energy file
nstorireout =100

; Dihedral angle restraints: No, Simple or Ensemble
dihre = No

dihre-fc = 1000

dihre-tau =0

; Output frequency for dihedral values to energy file
nstdihreout =100

; LANGEVIN DYNAMICS OPTIONS

; Friction coefficient (amu/ps) and random seed
bd-fric =0

Id-seed =1993

; OPTIONS FOR BONDS

constraints = all-bonds

; Type of constraint algorithm

constraint-algorithm = Lincs

; Do not constrain the start configuration

unconstrained-start = no

; Use successive overrelaxation to reduce the number of shake iterations
Shake-SOR =no

; Relative tolerance of shake

shake-tol = le-04

; Highest order in the expansion of the constraint coupling matrix
lincs-order =4

; Number of iterations in the final step of LINCS. 1 is fine for

; hormal simulations, but use 2 to conserve energy in NVE runs.
; For energy minimization with constraints it should be 4 to 8.
lincs-iter =1

; Lincs will write a warning to the stderr if in one step a bond

; rotates over more degrees than

lincs-warnangle =30
; Convert harmonic bonds to morse potentials
morse =no

; ENERGY GROUP EXCLUSIONS
; Pairs of energy groups for which all non-bonded interactions are excluded
energygrp_excl =

; OPTIONS FOR QMMM calculations
QMMM =no

; Groups treated Quantum Mechanically
QMMM-grps =

; QM method

QMmethod =

; QMMM scheme

QMMMscheme = normal

; QM basisset

QMbasis =

; QM charge
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QMcharge

; QM multiplicity
QMmuilt =
; Surface Hopping
SH =

; CAS space options
CASorbitals =
CASelectrons =

SAon =

SAoff =

SAsteps =

; Scale factor for MM charges
MMChargeScaleFactor =1

; Optimization of QM subsystem
bOPT =

bTS =

; IMPLICIT SOLVENT (for use with Generalized Born electrostatics)
implicit_solvent =No

; SIMULATED ANNEALING

; Type of annealing for each temperature group (no/single/periodic)
annealing =

; Number of time points to use for specifying annealing in each group
annealing_npoints =

; List of times at the annealing points for each group

annealing_time =

; Temp. at each annealing point, for each group.

annealing_temp =

; Free energy control stuff

free-energy =no
init-lambda =0
delta-lambda =0
sc-alpha =0
sc-power =0
sc-sigma =0.3

; Non-equilibrium MD stuff
acc-grps
accelerate
freezegrps
freezedim
cos-acceleration =0
deform =

; Electric fields
; Format is number of terms (int) and for all terms an amplitude (real)
; and a phase angle (real)

E-x =
E-xt



E-yt
E-z
E-zt

; User defined thingies
userl-grps =
user2-grps
userintl
userint2
userint3
userint4
userreall
userreal2
userreal3
userreal4

OOOOOOOO

8.2. Maximo Declive com Restricdo de PosicGes

; VARIOUS PREPROCESSING OPTIONS
title =sd
; Preprocessor - specify a full path if necessary.

cpp = /lib/cpp
include =
define = -DFLEXIBLE

; RUN CONTROL PARAMETERS

integrator = steep

; Start time and timestep in ps

tinit =0

dt =0.002 (dtx nsteps / 1000 = ns)
nsteps = 5000000

; For exact run continuation or redoing part of a run
init_step =0

; mode for center of mass motion removal
comm-mode = Linear

; humber of steps for center of mass motion removal
nstcomm =1

; group(s) for center of mass motion removal
comm-grps =

; ENERGY MINIMIZATION OPTIONS
; Force tolerance and initial step-size

emtol =42.0

emstep =0.01

; Max number of iterations in relax_shells
niter =20

; Step size (ps™2) for minimization of flexible constraints
fcstep =0

; Frequency of steepest descents steps when doing CG
nstcgsteep = 1000

nbfgscorr =10




; OUTPUT CONTROL OPTIONS
; Output frequency for coords (x), velocities (v) and forces (f)
nstxout = 100000

nstvout = 100000

nstfout =0

; Checkpointing helps you continue after crashes
nstcheckpoint =1000

; Output frequency for energies to log file and energy file
nstlog = 1000

nstenergy =50

; Output frequency and precision for xtc file

nstxtcout = 20000

xtc-precision = 10000

; This selects the subset of atoms for the xtc file. You can
; select multiple groups. By default all atoms will be written.

xtc-grps =
; Selection of energy groups
energygrps = Protein Non-Protein

; NEIGHBORSEARCHING PARAMETERS
; nblist update frequency

nstlist =5
; s algorithm (simple or grid)
ns_type = grid

; Periodic boundary conditions: xyz (default), no (vacuum)
; or full (infinite systems only)

pbc = Xyz

; nblist cut-off

rlist =1.0
domain-decomposition = no

; OPTIONS FOR ELECTROSTATICS AND VDW
; Method for doing electrostatics

coulombtype = PME

rcoulomb-switch =0

rcoulomb =1.0

; Relative dielectric constant for the medium and the reaction field
epsilon-rf =54

epsilon_r =1

; Method for doing Van der Waals

vdw-type = Cut-off

; cut-off lengths

rvdw-switch =0

rvdw =1.0

; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure
DispCorr =No

; Extension of the potential lookup tables beyond the cut-off
table-extension =1

; Seperate tables between energy group pairs
energygrp_table =

; Spacing for the PME/PPPM FFT grid

fourierspacing =0.12

; FFT grid size, when a value is O fourierspacing will be used
fourier_nx =0

fourier_ny =0

fourier_nz =0

; EWALD/PME/PPPM parameters



pme_order =4

ewald_rtol =1e-05
ewald_geometry = 3d
epsilon_surface =0
optimize_fft =no

; GENERALIZED BORN ELECTROSTATICS
; Algorithm for calculating Born radii

gb_algorithm = Still
; Frequency of calculating the Born radii inside rlist
nstgbradii =1

; Cutoff for Born radii calculation; the contribution from atoms
; between rlist and rgbradii is updated every nstlist steps

rgbradii =2
; Salt concentration in M for Generalized Born models
gb_saltconc =0

: OPTIONS FOR WEAK COUPLING ALGORITHMS
; Temperature coupling

Tcoupl = berendsen

; Groups to couple separately

tc-grps = Protein Non-Protein

; Time constant (ps) and reference temperature (K)
tau-t =0.10.1

ref-t =310 310

; Pressure coupling

Pcoupl = berendsen

Pcoupltype = |sotropic

; Time constant (ps), compressibility (1/bar) and reference P (bar)
tau-p =1

compressibility = 4.5e-5

ref-p =1

; Random seed for Andersen thermostat
andersen_seed = 815131

; GENERATE VELOCITIES FOR STARTUP RUN

gen-vel =no
gen-temp =310
gen-seed = 4890394

; NMR refinement stuff
; Distance restraints type: No, Simple or Ensemble

disre = simple
; Force weighting of pairs in one distance restraint: Conservative or Equal
disre-weighting = Conservative

; Use sqrt of the time averaged times the instantaneous violation
disre-mixed =no

disre-fc = 1000

disre-tau =0

; Output frequency for pair distances to energy file
nstdisreout =100

: Orientation restraints: No or Yes
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orire =no
; Orientation restraints force constant and tau for time averaging
orire-fc =0

orire-tau =0

orire-fitgrp =

; Output frequency for trace(SD) and S to energy file
nstorireout =100

; Dihedral angle restraints: No, Simple or Ensemble

dihre = No

dihre-fc =1000

dihre-tau =0

; Output frequency for dihedral values to energy file

nstdihreout =100

; LANGEVIN DYNAMICS OPTIONS

; Friction coefficient (amu/ps) and random seed
bd-fric =0

Id-seed =1993

; OPTIONS FOR BONDS

constraints = all-bonds

; Type of constraint algorithm

constraint-algorithm = Lincs

; Do not constrain the start configuration

unconstrained-start = no

; Use successive overrelaxation to reduce the number of shake iterations
Shake-SOR =no

; Relative tolerance of shake

shake-tol = le-04

; Highest order in the expansion of the constraint coupling matrix
lincs-order =4

; Number of iterations in the final step of LINCS. 1 is fine for

; hormal simulations, but use 2 to conserve energy in NVE runs.
; For energy minimization with constraints it should be 4 to 8.
lincs-iter =1

; Lincs will write a warning to the stderr if in one step a bond

; rotates over more degrees than

lincs-warnangle =30
; Convert harmonic bonds to morse potentials
morse =no

; ENERGY GROUP EXCLUSIONS
; Pairs of energy groups for which all non-bonded interactions are excluded
energygrp_excl =

; OPTIONS FOR QMMM calculations
QMMM =no

; Groups treated Quantum Mechanically
QMMM-grps =

; QM method

QMmethod =

; QMMM scheme

QMMMscheme = normal
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; QM basisset
QMbasis =
; QM charge
QMcharge

; QM multiplicity
QMmuilt =
; Surface Hopping
SH =

; CAS space options
CASorbitals =
CASelectrons =
SAon
SAoff
SAsteps =

; Scale factor for MM charges
MMChargeScaleFactor =1

; Optimization of QM subsystem
bOPT =

bTS =

; IMPLICIT SOLVENT (for use with Generalized Born electrostatics)
implicit_solvent =No

; SIMULATED ANNEALING

; Type of annealing for each temperature group (no/single/periodic)
annealing =

; Number of time points to use for specifying annealing in each group
annealing_npoints =

; List of times at the annealing points for each group

annealing_time =

; Temp. at each annealing point, for each group.

annealing_temp =

; Free energy control stuff

free-energy =no
init-lambda =0
delta-lambda =0
sc-alpha =0
sc-power =0
sc-sigma =0.3

; Non-equilibrium MD stuff
acc-grps
accelerate
freezegrps
freezedim
cos-acceleration
deform =

1
o

; Electric fields
; Format is number of terms (int) and for all terms an amplitude (real)
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; and a phase angle (real)
E-x
E-xt
E-y
E-yt
E-z
E-zt

; User defined thingies
userl-grps =
user2-grps
userintl
userint2
userint3
userint4
userreall
userreal2
userreal3
userreal4

cooco@PoOoo

8.3. Gradientes Conjugados

; VARIOUS PREPROCESSING OPTIONS

title =cg

; Preprocessor - specify a full path if necessary.
cpp = /lib/cpp

include =

define = -DFLEXIBLE

; RUN CONTROL PARAMETERS

integrator =cg

; Start time and timestep in ps

tinit =0

dt =0.0002 ( dt x nsteps / 1000 = ns)
nsteps = 5000000

; For exact run continuation or redoing part of a run
init_step =0

; mode for center of mass motion removal
comm-mode = Linear

; humber of steps for center of mass motion removal
nstcomm =1

; group(s) for center of mass motion removal
comm-grps =

; ENERGY MINIMIZATION OPTIONS
; Force tolerance and initial step-size

emtol =42.0

emstep =0.001

; Max number of iterations in relax_shells
niter =20

; Step size (ps™2) for minimization of flexible constraints
fcstep =0

; Frequency of steepest descents steps when doing CG
nstcgsteep = 1000

nbfgscorr =10



; OUTPUT CONTROL OPTIONS
; Output frequency for coords (x), velocities (v) and forces (f)
nstxout = 100000

nstvout = 100000

nstfout =0

; Checkpointing helps you continue after crashes
nstcheckpoint =1000

; Output frequency for energies to log file and energy file
nstlog = 1000

nstenergy =50

; Output frequency and precision for xtc file
nstxtcout = 20000

xtc-precision = 10000

; This selects the subset of atoms for the xtc file. You can
; select multiple groups. By default all atoms will be written.

xtc-grps =
; Selection of energy groups
energygrps = Protein Non-Protein

; NEIGHBORSEARCHING PARAMETERS
; nblist update frequency

nstlist =5
; s algorithm (simple or grid)
ns_type = grid

; Periodic boundary conditions: xyz (default), no (vacuum)
; or full (infinite systems only)

pbc = Xyz

; nblist cut-off

rlist =1.0
domain-decomposition = no

; OPTIONS FOR ELECTROSTATICS AND VDW
; Method for doing electrostatics

coulombtype = PME

rcoulomb-switch =0

rcoulomb =1.0

; Relative dielectric constant for the medium and the reaction field
epsilon-rf =54

epsilon_r =1

; Method for doing Van der Waals

vdw-type = Cut-off

; cut-off lengths

rvdw-switch =0

rvdw =1.0

; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure
DispCorr =No

; Extension of the potential lookup tables beyond the cut-off
table-extension =1

; Seperate tables between energy group pairs
energygrp_table =

; Spacing for the PME/PPPM FFT grid

fourierspacing =0.12

; FFT grid size, when a value is 0 fourierspacing will be used
fourier_nx =0



fourier_ny =0

fourier_nz =0

; EWALD/PME/PPPM parameters
pme_order =4
ewald_rtol =1e-05
ewald_geometry = 3d
epsilon_surface =0
optimize_fft =no

; GENERALIZED BORN ELECTROSTATICS
; Algorithm for calculating Born radii

gb_algorithm = Still
; Frequency of calculating the Born radii inside rlist
nstgbradii =1

; Cutoff for Born radii calculation; the contribution from atoms
; between rlist and rgbradii is updated every nstlist steps

rgbradii =2
; Salt concentration in M for Generalized Born models
gb_saltconc =0

: OPTIONS FOR WEAK COUPLING ALGORITHMS
; Temperature coupling

Tcoupl = berendsen

; Groups to couple separately

tc-grps = Protein Non-Protein

; Time constant (ps) and reference temperature (K)
tau-t =010.1

ref-t =310 310

; Pressure coupling

Pcoupl = berendsen

Pcoupltype = |sotropic

; Time constant (ps), compressibility (1/bar) and reference P (bar)
tau-p =1

compressibility = 4.5e-5

ref-p =1

; Random seed for Andersen thermostat
andersen_seed = 815131

; GENERATE VELOCITIES FOR STARTUP RUN

gen-vel =no
gen-temp =310
gen-seed = 4890394

; NMR refinement stuff
; Distance restraints type: No, Simple or Ensemble

disre = simple
; Force weighting of pairs in one distance restraint: Conservative or Equal
disre-weighting = Conservative

; Use sqrt of the time averaged times the instantaneous violation
disre-mixed =no

disre-fc = 1000

disre-tau =0



; Output frequency for pair distances to energy file

nstdisreout =100
; Orientation restraints: No or Yes
orire =no

; Orientation restraints force constant and tau for time averaging
orire-fc =0

orire-tau =0

orire-fitgrp =

; Output frequency for trace(SD) and S to energy file
nstorireout =100

; Dihedral angle restraints: No, Simple or Ensemble

dihre = No

dihre-fc =1000

dihre-tau =0

; Output frequency for dihedral values to energy file

nstdihreout =100

; LANGEVIN DYNAMICS OPTIONS

; Friction coefficient (amu/ps) and random seed
bd-fric =0

Id-seed =1993

; OPTIONS FOR BONDS

constraints = none

; Type of constraint algorithm

constraint-algorithm = Lincs

; Do not constrain the start configuration

unconstrained-start = no

; Use successive overrelaxation to reduce the number of shake iterations
Shake-SOR =no

; Relative tolerance of shake

shake-tol = le-04

; Highest order in the expansion of the constraint coupling matrix
lincs-order =8

; Number of iterations in the final step of LINCS. 1 is fine for

; hormal simulations, but use 2 to conserve energy in NVE runs.
; For energy minimization with constraints it should be 4 to 8.
lincs-iter =1

; Lincs will write a warning to the stderr if in one step a bond

; rotates over more degrees than

lincs-warnangle =30
; Convert harmonic bonds to morse potentials
morse =no

; ENERGY GROUP EXCLUSIONS
; Pairs of energy groups for which all non-bonded interactions are excluded
energygrp_excl =

; OPTIONS FOR QMMM calculations

QMMM =no

; Groups treated Quantum Mechanically
QMMM-grps =

; QM method
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QMmethod =

; QMMM scheme

QMMMscheme = normal
; QM basisset

QMbasis =

; QM charge
QMcharge

; QM multiplicity
QMmuilt =
; Surface Hopping
SH =

; CAS space options
CASorbitals =
CASelectrons =

SAon =

SAoff =

SAsteps =

; Scale factor for MM charges
MMChargeScaleFactor =1

; Optimization of QM subsystem
bOPT =

bTS =

; IMPLICIT SOLVENT (for use with Generalized Born electrostatics)
implicit_solvent =No

; SIMULATED ANNEALING

; Type of annealing for each temperature group (no/single/periodic)
annealing =

; Number of time points to use for specifying annealing in each group
annealing_npoints =

; List of times at the annealing points for each group

annealing_time =

; Temp. at each annealing point, for each group.

annealing_temp =

; Free energy control stuff

free-energy =no
init-lambda =0
delta-lambda =0
sc-alpha =0
sc-power =0
sc-sigma =0.3

; Non-equilibrium MD stuff
acc-grps
accelerate
freezegrps
freezedim
cos-acceleration =0
deform =




; Electric fields
; Format is number of terms (int) and for all terms an amplitude (real)
; and a phase angle (real)

E-x
E-xt
E-y
E-yt
E-z
E-zt

; User defined thingies
userl-grps =
user2-grps
userintl
userint2
userint3
userint4
userreall
userreal2
userreal3
userreal4

OOOOOOOO

8.4. Dindmica Molecular com Restricdo de Posicoes

; VARIOUS PREPROCESSING OPTIONS

title = prmd

; Preprocessor - specify a full path if necessary.
cpp = /lib/cpp

include =

define = -DPOSRES

; RUN CONTROL PARAMETERS

integrator =md

; Start time and timestep in ps

tinit =0

dt =0.002 (dtx nsteps /1000 =ns)
nsteps = 250000

; For exact run continuation or redoing part of a run
init_step =0

; mode for center of mass motion removal
comm-mode = Linear

; humber of steps for center of mass motion removal
nstcomm =1

; group(s) for center of mass motion removal
comm-grps =

; ENERGY MINIMIZATION OPTIONS
; Force tolerance and initial step-size

emtol =42.0

emstep =0.01

; Max number of iterations in relax_shells
niter =20

; Step size (ps™2) for minimization of flexible constraints



fcstep =0

; Frequency of steepest descents steps when doing CG
nstcgsteep = 1000

nbfgscorr =10

; OUTPUT CONTROL OPTIONS
; Output frequency for coords (x), velocities (v) and forces (f)
nstxout = 100000

nstvout = 100000

nstfout =0

; Checkpointing helps you continue after crashes
nstcheckpoint =1000

; Output frequency for energies to log file and energy file
nstlog = 1000

nstenergy =50

; Output frequency and precision for xtc file

nstxtcout = 20000

xtc-precision = 10000

; This selects the subset of atoms for the xtc file. You can

; select multiple groups. By default all atoms will be written.
xtc-grps =

; Selection of energy groups

energygrps = Protein Non-Protein

; NEIGHBORSEARCHING PARAMETERS
; nblist update frequency

nstlist =5
; s algorithm (simple or grid)
ns_type = grid

; Periodic boundary conditions: xyz (default), no (vacuum)
; or full (infinite systems only)

pbc = Xyz

; nblist cut-off

rlist =1.0
domain-decomposition = no

; OPTIONS FOR ELECTROSTATICS AND VDW
; Method for doing electrostatics

coulombtype = PME

rcoulomb-switch =0

rcoulomb =1.0

; Relative dielectric constant for the medium and the reaction field
epsilon-rf =54

epsilon_r =1

; Method for doing Van der Waals

vdw-type = Cut-off

; cut-off lengths

rvdw-switch =0

rvdw =1.0

; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure
DispCorr =No

; Extension of the potential lookup tables beyond the cut-off
table-extension =1

; Seperate tables between energy group pairs
energygrp_table =



; Spacing for the PME/PPPM FFT grid

fourierspacing =0.12

; FFT grid size, when a value is O fourierspacing will be used
fourier_nx =0

fourier_ny =0

fourier_nz =0

; EWALD/PME/PPPM parameters
pme_order =4
ewald_rtol = le-05
ewald_geometry = 3d
epsilon_surface =0
optimize_fft =no

; GENERALIZED BORN ELECTROSTATICS
; Algorithm for calculating Born radii

gb_algorithm = Still
; Frequency of calculating the Born radii inside rlist
nstgbradii =1

; Cutoff for Born radii calculation; the contribution from atoms
; between rlist and rgbradii is updated every nstlist steps

rgbradii =2
; Salt concentration in M for Generalized Born models
gb_saltconc =0

; OPTIONS FOR WEAK COUPLING ALGORITHMS
; Temperature coupling

Tcoupl = berendsen

; Groups to couple separately

tc-grps = Protein Non-Protein

; Time constant (ps) and reference temperature (K)
tau-t =010.1

ref-t =310 310

; Pressure coupling

Pcoupl = berendsen

Pcoupltype = |sotropic

; Time constant (ps), compressibility (1/bar) and reference P (bar)
tau-p =1

compressibility = 4.5e-5

ref-p =1

; Random seed for Andersen thermostat
andersen_seed = 815131

; GENERATE VELOCITIES FOR STARTUP RUN

gen-vel =yes
gen-temp =310
gen-seed = 4890394

; NMR refinement stuff

; Distance restraints type: No, Simple or Ensemble

disre = simple

; Force weighting of pairs in one distance restraint: Conservative or Equal
disre-weighting = Conservative



; Use sqrt of the time averaged times the instantaneous violation
disre-mixed =no

disre-fc = 1000

disre-tau =0

; Output frequency for pair distances to energy file
nstdisreout =100

; Orientation restraints: No or Yes

orire =no

; Orientation restraints force constant and tau for time averaging
orire-fc =0

orire-tau =0

orire-fitgrp =

; Output frequency for trace(SD) and S to energy file
nstorireout =100

; Dihedral angle restraints: No, Simple or Ensemble

dihre = No

dihre-fc =1000

dihre-tau =0

; Output frequency for dihedral values to energy file

nstdihreout =100

; LANGEVIN DYNAMICS OPTIONS

; Friction coefficient (amu/ps) and random seed
bd-fric =0

Id-seed =1993

; OPTIONS FOR BONDS

constraints = all-bonds

; Type of constraint algorithm

constraint-algorithm = Lincs

; Do not constrain the start configuration

unconstrained-start = no

; Use successive overrelaxation to reduce the number of shake iterations
Shake-SOR =no

; Relative tolerance of shake

shake-tol = le-04

; Highest order in the expansion of the constraint coupling matrix
lincs-order =4

; Number of iterations in the final step of LINCS. 1 is fine for

; hormal simulations, but use 2 to conserve energy in NVE runs.
; For energy minimization with constraints it should be 4 to 8.
lincs-iter =1

; Lincs will write a warning to the stderr if in one step a bond

; rotates over more degrees than

lincs-warnangle =30
; Convert harmonic bonds to morse potentials
morse =no

; ENERGY GROUP EXCLUSIONS
; Pairs of energy groups for which all non-bonded interactions are excluded
energygrp_excl =

; OPTIONS FOR QMMM calculations
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QMMM =no

; Groups treated Quantum Mechanically
QMMM-grps =

; QM method

QMmethod =

; QMMM scheme

QMMMscheme = normal

; QM basisset

QMbasis =

; QM charge
QMcharge

; QM multiplicity
QMmuilt =
; Surface Hopping
SH =

; CAS space options
CASorbitals =
CASelectrons =
SAon
SAoff
SAsteps =

; Scale factor for MM charges
MMChargeScaleFactor =1

; Optimization of QM subsystem
bOPT =

bTS =

; IMPLICIT SOLVENT (for use with Generalized Born electrostatics)
implicit_solvent =No

; SIMULATED ANNEALING

; Type of annealing for each temperature group (no/single/periodic)
annealing =

; Number of time points to use for specifying annealing in each group
annealing_npoints =

; List of times at the annealing points for each group

annealing_time =

; Temp. at each annealing point, for each group.

annealing_temp =

; Free energy control stuff

free-energy =no
init-lambda =0
delta-lambda =0
sc-alpha =0
sc-power =0
sc-sigma =0.3

; Non-equilibrium MD stuff
acc-grps

accelerate
freezegrps
freezedim
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cos-acceleration =0
deform =

; Electric fields
; Format is number of terms (int) and for all terms an amplitude (real)
; and a phase angle (real)

E-x
E-xt
E-y
E-yt
E-z
E-zt

; User defined thingies
userl-grps =
user2-grps
userintl
userint2
userint3
userint4
userreall
userreal2
userreal3
userreal4

cCooo@OOO

8.5. Dindmica Molecular Sem Restricdo de Posicdes

VARIOUS PREPROCESSING OPTIONS

title =md

; Preprocessor - specify a full path if necessary.
cpp = /lib/cpp

include =

define =

; RUN CONTROL PARAMETERS

integrator =md

; Start time and timestep in ps

tinit =0

dt =0.002 (dtx nsteps /1000 =ns)
nsteps = 2500000

; For exact run continuation or redoing part of a run
init_step =0

; mode for center of mass motion removal
comm-mode = Linear

; humber of steps for center of mass motion removal
nstcomm =1

; group(s) for center of mass motion removal
comm-grps =

; ENERGY MINIMIZATION OPTIONS
; Force tolerance and initial step-size
emtol =42.0

emstep =0.01



; Max number of iterations in relax_shells

niter =20

; Step size (ps”™2) for minimization of flexible constraints
fcstep =0

; Frequency of steepest descents steps when doing CG
nstcgsteep = 1000

nbfgscorr =10

; OUTPUT CONTROL OPTIONS
; Output frequency for coords (x), velocities (v) and forces (f)
nstxout = 100000

nstvout = 10000

nstfout =0

; Checkpointing helps you continue after crashes
nstcheckpoint =1000

; Output frequency for energies to log file and energy file
nstlog = 1000

nstenergy =50

; Output frequency and precision for xtc file

nstxtcout = 20000

xtc-precision = 10000

; This selects the subset of atoms for the xtc file. You can
; select multiple groups. By default all atoms will be written.

xtc-grps =
; Selection of energy groups
energygrps = Protein Non-Protein

; NEIGHBORSEARCHING PARAMETERS
; nblist update frequency

nstlist =5
; s algorithm (simple or grid)
ns_type = grid

; Periodic boundary conditions: xyz (default), no (vacuum)
; or full (infinite systems only)

pbc = Xyz

; nblist cut-off

rlist =1.0
domain-decomposition = no

; OPTIONS FOR ELECTROSTATICS AND VDW
; Method for doing electrostatics

coulombtype = PME

rcoulomb-switch =0

rcoulomb =1.0

; Relative dielectric constant for the medium and the reaction field
epsilon-rf =54

epsilon_r =1

; Method for doing Van der Waals

vdw-type = Cut-off

; cut-off lengths

rvdw-switch =0

rvdw =1.0

; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure
DispCorr =No

; Extension of the potential lookup tables beyond the cut-off



table-extension =1

; Seperate tables between energy group pairs
energygrp_table =

; Spacing for the PME/PPPM FFT grid

fourierspacing =0.12

; FFT grid size, when a value is O fourierspacing will be used
fourier_nx =0

fourier_ny =0

fourier_nz =0

; EWALD/PME/PPPM parameters
pme_order =4
ewald_rtol = 1le-05
ewald_geometry = 3d
epsilon_surface =0
optimize_fft =no

; GENERALIZED BORN ELECTROSTATICS
; Algorithm for calculating Born radii

gb_algorithm = Still
; Frequency of calculating the Born radii inside rlist
nstgbradii =1

; Cutoff for Born radii calculation; the contribution from atoms
; between rlist and rgbradii is updated every nstlist steps
rgbradii =2

; Salt concentration in M for Generalized Born models
gb_saltconc =0

; OPTIONS FOR WEAK COUPLING ALGORITHMS
; Temperature coupling

Tcoupl = berendsen

; Groups to couple separately

tc-grps = Protein Non-Protein

; Time constant (ps) and reference temperature (K)
tau-t =010.1

ref-t =310 310

; Pressure coupling

Pcoupl = berendsen

Pcoupltype = |sotropic

; Time constant (ps), compressibility (1/bar) and reference P (bar)
tau-p =1

compressibility = 4.5e-5

ref-p =1

; Random seed for Andersen thermostat
andersen_seed = 815131

; GENERATE VELOCITIES FOR STARTUP RUN

gen-vel =no
gen-temp =310
gen-seed = 1735345

; NMR refinement stuff
; Distance restraints type: No, Simple or Ensemble
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disre =No

; Force weighting of pairs in one distance restraint: Conservative or Equal
disre-weighting = Conservative

; Use sqrt of the time averaged times the instantaneous violation
disre-mixed =no

disre-fc = 1000

disre-tau =0

; Output frequency for pair distances to energy file
nstdisreout =100

; Orientation restraints: No or Yes

orire =no

; Orientation restraints force constant and tau for time averaging
orire-fc =0

orire-tau =0

orire-fitgrp =

; Output frequency for trace(SD) and S to energy file
nstorireout =100

; Dihedral angle restraints: No, Simple or Ensemble

dihre = No

dihre-fc =1000

dihre-tau =0

; Output frequency for dihedral values to energy file

nstdihreout =100

; LANGEVIN DYNAMICS OPTIONS

; Friction coefficient (amu/ps) and random seed
bd-fric =0

Id-seed =1993

; OPTIONS FOR BONDS

constraints = all-bonds

; Type of constraint algorithm

constraint-algorithm = Lincs

; Do not constrain the start configuration

unconstrained-start = no

; Use successive overrelaxation to reduce the number of shake iterations
Shake-SOR =no

; Relative tolerance of shake

shake-tol =le-04

; Highest order in the expansion of the constraint coupling matrix
lincs-order =8

; Number of iterations in the final step of LINCS. 1 is fine for

; hormal simulations, but use 2 to conserve energy in NVE runs.
; For energy minimization with constraints it should be 4 to 8.
lincs-iter =1

; Lincs will write a warning to the stderr if in one step a bond

; rotates over more degrees than

lincs-warnangle =30
; Convert harmonic bonds to morse potentials
morse =no

; ENERGY GROUP EXCLUSIONS
; Pairs of energy groups for which all non-bonded interactions are excluded
energygrp_excl =
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; OPTIONS FOR QMMM calculations
QMMM =no

; Groups treated Quantum Mechanically
QMMM-grps =

; QM method

QMmethod =

; QMMM scheme

QMMMscheme = normal

; QM basisset

QMbasis =

; QM charge
QMcharge

; QM multiplicity
QMmuilt =
; Surface Hopping
SH =

; CAS space options
CASorbitals =
CASelectrons =
SAon
SAoff
SAsteps =

; Scale factor for MM charges
MMChargeScaleFactor =1

; Optimization of QM subsystem
bOPT =

bTS =

; IMPLICIT SOLVENT (for use with Generalized Born electrostatics)
implicit_solvent = No

; SIMULATED ANNEALING

; Type of annealing for each temperature group (no/single/periodic)
annealing =

; Number of time points to use for specifying annealing in each group
annealing_npoints =

; List of times at the annealing points for each group

annealing_time =

; Temp. at each annealing point, for each group.

annealing_temp =

; Free energy control stuff

free-energy =no
init-lambda =0
delta-lambda =0
sc-alpha =0
sc-power =0
sc-sigma =0.3

; Non-equilibrium MD stuff
acc-grps =
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accelerate
freezegrps
freezedim
cos-acceleration =0
deform =

; Electric fields
; Format is number of terms (int) and for all terms an amplitude (real)
; and a phase angle (real)

E-x
E-xt
E-y
E-yt
E-z
E-zt

; User defined thingies
userl-grps
user2-grps
userintl
userint2
userint3
userint4
userreall
userreal2
userreal3
userreal4

cooco@ooo
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9. Anexo: Manuscrito em desenvolvimento para publicagéo

Endostatin N-Terminal Fragment Structural
Analysis: A Molecular Dynamics Study

Torres, P. H. M.; Limaverde, G. S. C. S.; Pascutti, P. G.
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Abstract

Endostatin is a potent antiangiogenic protein derived from collagen XVI1II which mechanism of
action is still not completely understood. It has been shown that the 27 amino acid N-terminal fragment
of murine endostatin has antitumor, antimigration and antipermeability activities comparable to the full
soluble protein. In order to understand how this peptide can exert such elaborate function, we performed
structural analysis using molecular dynamics to evaluate the behavior of this fragment in aqueous
environment. Here we show that the N-terminal peptide of murine endostatin is able to assume a well-
defined structure, folding into a zinc-dependent B-hairpin conformation. Based on structural information,
we found why the N-terminal peptide of human endostatin with the same length failed to acquire a stable
conformation and we were able to predict the successful folding of the R4Q mutant and of a shorter 25
residue long form of the human peptide. Finally, we show that the B-hairpin conformation assumed by
the peptide of murine endostatin with zinc has a high structural similarity with the integrin-binding

domain of the NC1 a4 chain of collagen IV, termed arresten.
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1 - Introduction

The generation of new blood vessels, a process called angiogenesis, is a fundamental key step in the
development of the body, but is also pathologically active in several diseases including cancer®. Endostatin is a
20KDa globular protein derived from collagen XVIII which was first described in 1997 as a potent antiangiogenic
protein. The results obtained on the first two papers by Judah Folkman group were very promising as an
insoluble E. coli-expressed endostatin preparation could inhibit tumor growth and even promote tumor

regression showing no significant side effects’.

Endostatin is highly conserved in different species displaying 87% of identity between human and
mouse sequences’. Moreover, some groups reported that human endostatin was successfully applied in

murine models, suggesting well conserved structural and functional correlation.

Although one of the most studied endogenous anti-angiogenic factors, the mechanism of action of
endostatin is still not completely known. Because the endostatin preparations successfully used in the first
experiments were expressed in bacteria, a common strategy used by several groups is to focus on biologically

#>%7 1n 2005 Tjin and collaborators showed that the N-terminal fragment

active endostatin-derived peptides
from mouse endostatin exhibited antitumoral activity analogous to the full length endostatin. This peptide
successfully inhibited tumor growth, VEGF-induced endothelial cell migration and VEGF-induced vascular
permeability in mice bearing Lewis Lung Carcinoma®. Further studies showed that the administration of this

peptide ameliorated symptoms of several angiogenesis-dependant disorders®.

This fragment is 27 residues long, and has three of the four residues (His 1, His 3 and His 11)
responsible for the coordination of a zinc ion on the parent molecule. The metal was found to be crucial for the

peptide antiangiogenic activity but its importance on the full endostatin molecule is still a matter of debate.

On the premise that structure and function are strictly correlated, in this work we studied the behavior
of the N-terminal fragment of human and mouse endostatin using molecular dynamics with the aim of
characterize structural key elements that may affect its stability in order to contribute in the determination of

its mechanism of action.
2 - Methods

In order to understand the behavior of the N-terminal fragment of endostatin we built eight distinct
systems depicted on the table below. We took as models for the human and murine endostatin the
crystallographic structures 1BNL' and 1DY1', respectively, from the RCSB*? protein databank. The table 1
explains the particularities of each system. The uppercase “H” or “M” refers to human and murine endostatin
respectively. The numbers correspond to the length of the simulated peptide and the uppercase “ZN” indicates

the presence of Zn*".
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All models and images were made with the PyMol*® software and the molecular dynamics simulations

were carried out by the GROMACS 4.04 software package™.

After we cut the peptides from the native crystallographic structure, they were solvated in a
dodecahedric box containing explicit SPC water. The solvated peptides were submitted preliminary energy
minimization consisting of 10000 steps of steepest descent with position restraints followed by another 10000

steps of steepest descent without the position restraints and finally by a 5000 steps of conjugate gradient.

Because the dynamics of peptides involves mainly rapid changes in structure, the equilibration time
was also analyzed along with the data of the productive dynamics. The systems were simulated under the NPT
ensemble conditions, using the GROMOS96 43a1l force field with a 2 fs time step. We used the Lincs algorithm
to constrain all-atoms, and employed the berendsen algorithm to control temperature and pressure coupling
to reference values of 310K (37° C) and 1 bar respectively. To treat long-range electrostatics we used the PME

algorithm and set both the Van der Walls and Coulomb cut-offs to 1 nm.

To analyze the trajectories we also employed the GROMACS packages programs. For the clusters
generation, we chose the cut-off of 0.3 nm and the gromos method. Second structure analysis were made
using the DSSP algorithm™, the electrostatic potential surface was generated with the APBS algorithm and

displayed with PyMol.
3 - Results

3.1 - The murine and human peptides behave differently throughout the dynamic.

Based on the RMS deviation (Figure 1A), cluster analysis (Figures 1B and 1C) and on the secondary
structure graphs (Figures 1D and 1E) one can assume the behavior of the murine and human peptides are quite
distinct. The most notable difference is the tendency of the murine peptide to form beta-structures which is far
superior to the tendency of the human peptide. Based on this difference, we hypothesized that this lack of beta
structures on the human peptide was due to internal electrostatic repulsion between N and C-terminal

arginines
3.2 - The arginines exert repulsive electrostatic interactions.

We hypothesized that human endostatin was unlikely to form beta-sheets because of repulsive
electrostatic interactions between N-terminal and C-terminal arginines. Therefore we tested the effect of the

arginines in positions 4 and 27 by building the peptides H27/R4Q-ZN and H25-ZN respectively.

Secondary structure analysis shows that these two systems have the tendency to form beta-sheets
restored (Figure 2A, 2B and 2C). RMS fluctuation analysis reveals a cumulative instability effect because in the

trajectory of H25-ZN, where there is one arginine in each terminal, the terminals fluctuation is intermediate
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between H27/R4Q-ZN and H27-ZN (Figure 3A, 3B and 3C). The peptide H27/R4Q-ZN, as the murine peptide, has

no arginine in its N-terminal and is the system which has the smallest values of RMSF on both ends.
3.3 - The influence of Zn™".

In the molecular dynamics of the N-terminal fragments of endostatin in the presence of Zn™, the ion is
coordinated by histidines 1, 3 and 11 in the initial configuration of all systems. For the long native human
peptide (H27-ZN) and for the murine peptide (M27-ZN), the coordination is maintained during the 225 ns
simulation time (Figure 4A), however, for the shorter human peptide (N25-ZN) and for the mutated human

peptide (H27/R4Q-ZN), the ion coordination is not maintained (Figures 4B and 4C).

In these systems, the beta-sheet is formed in a slightly distinct position. For the M27-ZN peptide, the
amino acids located in the loop are leucine-15 and asparagines-16 (Figure 4D) while for M25-ZN (Figure 4E) and
M27/R4Q-ZN (Figure 4F) the loop is formed by valine-13 and alanine-14. We refer to this phenomenon as the

“zinc detachment shift”.

The murine peptide, in the absence of Zn™* (M27) displays a abrupt change in RMSD (=0,25 nm, Figure
5A) which then oscillates around this value for virtually the entire MD simulation. The cluster analysis shows

that almost all structures sampled fall into a 0.3 nm-wide RMS cluster (Figure 5B).

Taken altogether, these data suggest a very specific mechanism performed by the zinc ion. First, the ion
must be present in order for the main single beta-sheet to be formed. Secondly, it is unlikely that the peptide
looses the beta-sheet conformation once it has been assumed, even if the zinc ion is removed. And finally, if
the ion coordination is lost, although the beta conformation remains stable, it is slightly repositioned on the

sequence.
3.4 - The M27-ZN peptide reaches a stable beta-hairpin conformation which is similar to arresten.

After 80 ns simulation time, this peptide assumed a beta-hairpin conformation which remained stable
throughout the whole simulation time. This main beta sheet is formed between the residues 9,10,11,12,13 and
20,21,22,23,24. The system remained in this conformation for approximately 140 ns. In order to further test
the stability of this conformation we used it as initial state for a new MD simulation, with a distinct generation

seed, lasting 1 ps in which this structure also remained stable (Data not shown).

We looked for a similar beta-structure among the known antiangiogenic proteins which had their
crystallographic structures resolved and deposited in de RSCB PDB Databank. These comparisons were made
manually according to the following criteria: the antiangiogenic protein should have a solvent-exposed beta-
hairpin, being approximately of the same length as M27-ZN and displaying conserved amino-acids. The search

pointed to a family of globular proteins derived from collagen 1V, specifically to arresten.
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Arresten is an endogenous antiangiogenic protein present in the NC1 domain of collagen IV, Its
structure displays a beta-sheet that resembles the one formed by M27-ZN (Figure 6). Some residues are in
spatially correlated positions: proline, lysine, asparagine and arginine, as shown in figure 6. The former three

residues also have the same relative positions in the primary sequence of the chains.

Besides the tridimensional structure and chemical composition, the electrostatic potential of these
structures is also similar as can be seen in figure 7 which shows the electrostatic potential surface of both

chains.
3.5 - Once established, the beta-sheet can be maintained by at least 20 residues.

To determine what was the smallest fragment of the peptide that could retain the beta-sheet
conformation, we restricted the sequence to 20 and further to 18 residues corresponding to the ones that

formed the sheet in the peptide M27-ZN.

Because two histidines of the site of Zn™ coordination were removed, we also removed the zinc ion

from both shortened peptides system.

M20 was able to maintain the beta-sheet conformation throughout 120 ns simulation time (Figure 8A)

whereas M18 lost the characteristics of the sheet within approximately 50 ns (Figure 8B).
4 - Discussion

Our goal was to study the dynamics of the N-terminal fragment of endostatin, to describe its properties
and to predict its spatial conformation highlighting the differences between human and murine endostatin and

analyzing the influence of the zinc ion.

Taken altogether our data suggest that the zinc ion induces a particular beta-hairpin folding on the
studied peptide. Without the ion there may be beta-sheet formation but only in its presence the peptides could
form large and stable sheets. In other words, we found that under zinc influence there is the structuring of a
main sheet whereas in zinc free systems there may be the formation of less prevalent sheets or no significant

beta structures.

Once formed it is unlikely that the main sheet conformation is lost, but it can smoothly shift in the

sequence because of the transient establishment and rupture of hydrogen bonds.

Arresten’® is a globular fragment of collagen IV as are canstatin’’ and tumstatin®. All of them are
known angiogenesis inhibitors and, for canstatin and tumstatin, it has been proved that the antiangiogenic
activity is carried out by the M27-ZN-like beta-sheet™. Considering that endostatin is also derived from collagen
molecules, it is possible that these proteins are functionally related. The similarity between the conformations
of M27-ZN and the beta-sheet in arresten may point to a common biological ligand which could be alphal-

betal integrin, a protein known to interact with arresten®.
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Another important factor is that the stability of this fragment and the capacity to form the main beta-
sheet is affected by electrostatic repulsion mediated by arginine residues in human peptides. We simulated
N25hES not only because it had no N-terminal arginines, but also because this was the fragment used in the
tests for human endostatin in Sjin’s work, proving that the 27 residues long N-terminal fragment of murine
endostatin and the 25 residues long N-terminal fragment of human endostatin could perform the same

antiangiogenic effect of the whole molecules.

We also tried to determine what was the smallest sequence that could maintain the beta-
conformation. We found that the M20 peptide maintained a stable sheet whereas when we cut two more
residues, one from each terminal, the peptide lost the beta configuration. This information is important
because, if the hairpin is the biologically active structure, theoretically, there would be no need for the 27

initial residues to deliver the antiangiogenic effects.

It might seem contradicting the fact that the main sheet remained stable in the absence of Zn™ but
could not be formed under such condition. Although, we can hypothesize a plausible explanation: the ion
drives the folding of the chain into a beta sheet, but is not responsible for its stability once it is already

established.

Many authors have studied endostatin fragments and their biological activities, including in distinct
positions of endostatin chain. These findings point to a theoretical multifactorial mechanism of action,
compatible with the environment in which endostatin’s antiangiogenic activity takes place: the protease-rich
extracellular matrix. We suggest in the present work that the N-terminal fragment of endostatin acts through a
particular beta-hairpin conformation and we hope that this information proves useful in developing new

endostatin-based drugs.
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6 — Figures and Tables

Table 1
Peptide Rationale

H27-ZN HSHRDFQPVLHLVALNAPLSGGMRGIR ZN | We wanted to detect differences between human and

H27 HSHRDFQPVLHLVALNAPLSGGMRGIR murine fragments behavior and whether the systerps
had any particular stable or meta-stable preferential

M27-ZN HTHQDFQPVLHLVALNTPLSGGMRGIR ZN | conformations. We also wanted to describe the

M27 HTHQDFQPVLHLVALNTPLSGGMRGIR influence of the Zn++ ion on both systems.

H25 HSHRDFQPVLHLVALNAPLSGGMRG ZN These systems were created in order to determine
the influence of the arginines on the behavior of the

H27/R4Q-ZN |HSHQDFQPVLHLVALNAPLSGGMRGIR ZN human peptide.

M20 QPVLHLVALNTPLSGGMRGI After the stabilization of the beta-sheet of N27mES+
we cut the sequence in order to find out the

M18 PVLHLVALNTPLSGGMRG minimum number of residues that could maintain the

beta-conformation.
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Figure 2
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Figure 4
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Figure 6

116



Figure

Arresten
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Secondary structure
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