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Structural and dynamic effects of changing the pattern of disulfide bonds in the
vascular endothelial growth factor

Abstract: The vascular endothelial growth factor (VEGF) is a key mediator of angiogenesis and is related to
several physiological and pathological processes. VEGF is a dimeric protein that belongs to a superfamily of
proteins that include in their structures a set of disulfide bonds forming the so called cystine knot. The presence
of these disulfide bonds in the structure of VEGF is related to its biological activity, but is not responsible to its
thermodynamic stability. The present study aims at the investigation via molecular dynamics simulations of the
effects of mutations of cysteine residues on the structure and dynamics of VEGF. Modified models (i.e. mutants)
of VEGF are constructed by replacing certain cysteine residues by alanine or serine residues in such a way that
selected dissulfide bonds are broken. Molecular dynamics simulations of these models are then carried out and
the results are compared to the ones previously obtained for the native structure (WT: wild type) and to the
respective crystalographic structures of the mutants. The simulations indicate that the replacement of cysteine
residues by alanine or serine promote localized structural changes, basically affecting the loop-2, which is
localized at the receptor-binding region.
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Resumo

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF: “vascular endothelial growth factor”) é um mediador chave
do processo de angiogénese e esta relacionado a varios processos fisioldgicos e patoldgicos. O VEGF é uma
proteina dimérica que faz parte de uma superfamilia de proteinas que possuem em suas estruturas um
conjunto de ligagGes dissulfeto denominado “né de cistina” (cystine knot). A presenca dessas ligagdes dissulfeto
na estrutura do VEGF esta relacionada a sua atividade biolégica, mas ndo é responsavel pela sua estabilidade
termodinamica. O presente estudo, dedica-se a investigacdo por simulagGes de dindmica molecular dos efeitos
de mutagGes de residuos de cisteina na estrutura e na dindmica do VEGF. Modelos modificados (i.e. mutantes)
do VEGF sdo gerados através da troca de certos residuos de cisteina por residuos de alanina ou serina de forma
que ligagOes dissulfeto selecionadas sejam rompidas. Simula¢Ges de dindmica molecular destes modelos sdo
conduzidas e os resultados sdo entdo comparados com aqueles da estrutura nativa (WT: wild type) e com as
estruturas cristalograficas dos respectivos mutantes. As simulacGes indicam que a troca de residuos de cisteina
por residuos de alanina ou serina provocam mudancas estruturais e dindmicas localizadas, basicamente, afetam
a alca-2, que esta localizada na regido de ligacdo ao receptor.

Palavras-chave: VEGF; angiogénese; dinamica molecular; ligagcdo dissulfeto.
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1. Introducao

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)
tem como principal atividade biolégica a promogédo do
crescimento e maturacdo de células endoteliais
vasculares derivadas de artérias, veias ou vasos
linfaticos."” O VEGF é um potente indutor da
angiogénese e isso pode ser comprovado em varios
modelos in vitro> e in vivo.*" Outras atividades
biolégicas também sdo induzidas pelo VEGF, como a
producdo de surfactantes por células alveolares do
tipo 11,> prevencdo da apoptose de células endoteliais
pela inducdo da expressdo das proteinas anti-
apoptoticas Blc-2 e Al nessas células,®’ promogdo de
quimiotaxia (0o movimento orientado de células ou
organismos induzido por agentes quimicos) de
mondcitos® e indugdo de formacdo de coldnias de
células progenitoras de macréfagos,” inibicdo do
desenvolvimento de células  dendriticas™ e
estimulacdo da producdo de células B e da geragdo de
células mieloides imaturas'. O VEGF é também
responsavel pela sobrevivéncia de células tronco
hematopoiéticas durante o processo de repopulacdo
dessas células.”> Além disso, tem a capacidade de
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promover vazamento vascular e, por isso, o VEGF
também é conhecido como fator de permeabilidade
vascular (VPF: “vascular permeability factor”)."*** Essa
capacidade de aumentar a permeabilidade vascular
relaciona-se a processos inflamatérios e outras
patologias.”® Sabe-se também da participacio do
VEGF em processos como a vasodilatacdo, a
taquicardia, a hipotensdo e a diminuicdo do déficit
cardiaco.’®"

O VEGF faz parte de uma superfamilia de proteinas
caracterizada pela presenga de ligagdes dissulfeto
muito conservadas que formam o chamado “né de
cistina” (cystine knot)."® O VEGF possui oito residuos
de cisteina em cada monOGmero, seis responsaveis por
trés ligagOes dissulfeto intramoleculares (Cys26 —
Cys68, Cys57 — Cysl02, Cys6l — Cysl04) e dois
responsaveis por duas ligacGes dissulfeto entre os
dois mondémeros (Cys51 — Cys60* e Cys51* - Cys60;
nesta notagdo, o asterisco (*) indica que o residuo
pertence ao outro mondémero).

Em 1994, Potgens e colaboradores™
demonstraram experimentalmente que a dimerizagdo
covalente é necessaria para a atividade bioldgica do
VEGF ja que, a mutacgdo dos residuos Cys51 ou Cys60
para serina impede a dimerizacdo e leva a perda de

Rev. Virtual Quim. |Vol 3| |No. 1| |37-50]


mailto:bruno.horta@gmail.com

Horta, B. A. C.; de Alencastro, R. B.

atividade. A mutacdo do residuo Cys57 para serina,
porém, ndo impede a formagdo do dimero, nem
perturba drasticamente a atividade bioldgica do
VEGF. O mesmo trabalho mostrou também que a
mistura dos mutantes C57S e C60S, na mesma
proporgdo, origina um dimero com uma Unica ligacdo
dissulfeto entre os monOmeros e que esta espécie
heterodimérica é tao ativa quanto o VEGF original. Em
2002, Muller e colaboradores® mostraram que o nd
de cistina ndo tem importancia na manutencdo da
estabilidade termodinamica do VEGF. Alias, o trabalho
mostrou que a mutag¢do, por alanina, de pares de
residuos de cisteina envolvidos nas ligages dissulfeto
estabiliza o VEGF em ~2 kcal/mol. Entretanto,
observou-se que as ligagdes dissulfeto sdo
importantes na manutencdo da estabilidade térmica.

Em certas proteinas, as ligacGes dissulfeto sdo
importantes para regular a estabilidade
termodindmica, induzir um determinado tipo de
enovelamento e até modular a atividade biolégica.?**
Estudos de dindmica molecular foram utilizados para
investigar o papel das ligacdes dissulfeto nos
movimentos internos de proteinas.”*** Como um fator
restritivo, sabe-se que essas ligacbes implicam na
reducdo da entropia do sistema, no aumento das
correlagdes dos movimentos internos, na alteracao do
padrdo de ligacdes de hidrogénio e na alteracdo de
interagdes de longo alcance.*

O uso de simulagdes de dinamica molecular no
refino de estruturas obtidas por homologia, obtidas
por métodos ab initio e geradas por mutacdes de
residuos na seqliéncia de uma proteina de estrutura
tridimensional conhecida é muito discutido na
literatura.”>?’ O paradigma de que simulagdes de
dindmica molecular ndo sdo capazes de refinar essas
estruturas na auséncia de dados experimentais vem
sendo derrubado. O trabalho de Mark e
colaboradores” mostra que estruturas de proteinas
com até 100 residuos, geradas por homologia ou por
métodos ab initio de predi¢cdo estrutural, foram, de
forma geral, refinadas e tornaram-se bem
semelhantes a suas estruturas cristalograficas. Os
autores ressaltam que, no passado, a maior parte dos
trabalhos mostrava que a ineficiéncia das simulagdes
no refino de estruturas era conseqiiéncia da nao
inclusdo da descricdo atdmica completa do sistema,
da ndo inclusdo discreta do solvente e do curto tempo
das simula¢bes, que ndo eram longas o suficiente para
gue as mudangas conformacionais necessarias
ocorressem. Nesse trabalho, os autores mostram que,
para um conjunto de 15 estruturas de proteinas com
tamanho médio de 100 aminoacidos, mudancas
conformacionais importantes comeg¢am a acontecer
por volta de 5 ns e que, em alguns casos, sao
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necessarios tempos superiores a 100 ns.

No presente estudo, objetiva-se investigar por
dindmica molecular os efeitos de mutacdes de
residuos de cisteina na estrutura e na dinamica do
VEGF, visto que estes residuos sdo responsaveis pela
formacao de ligacdes dissulfeto inter- e intra-
mondmero. Além disso, pretende-se investigar se
simulacGes relativamente curtas (10 ns) de dindmica
molecular sdo capazes “refinar” as estruturas dos
modelos mutantes. Com essas finalidades, modelos
modificados (i.e. mutantes) do VEGF s3do gerados
através da troca de certos residuos de cisteina por
residuos de alanina ou serina de forma que liga¢Oes
dissulfeto selecionadas sejam rompidas. SimulagGes
de dindmica molecular destes modelos sdo
conduzidas e os resultados sdo entdo comparados
com aqueles da estrutura nativa (WT: wild type) e
com as estruturas cristalograficas dos respectivos
mutantes.

2. Detalhes Computacionais

Para investigar o papel das ligagdes dissulfeto, oito
simulagbes de dinamica molecular foram realizadas.
Cinco delas partiram da mesma estrutura utilizada
como ponto de partida na simulagdo do VEGF livre, ou
seja, a primeira estrutura (modelo 1 do conjunto de
estruturas de cdédigo PDB: 1KAT) de RMN,
determinada por Pan e colaboradores.”® Para estas
cinco simulagbes, a estrutura inicial foi,
primeiramente, modificada para a construcdo dos
mutantes. O mutante C51A/C60A, caracterizado pela
auséncia das liga¢Oes dissulfeto entre os monémeros
(Figura 1), foi construido pela substituicdo dos
residuos Cys51 e Cys60 por alanina. O mutante
heterodimero C51A/C60A*, caracterizado pela
auséncia de uma das ligagdes dissulfeto entre os
monomeros, foi construido pela substituicdo do
residuo Cys51 de um monomero e do residuo Cys60
do outro monbémero por alanina. O mutante
heterodimero C51S/C60S* foi construido da mesma
forma que o C51A/C60A*, porém, os residuos de
cisteina foram substituidos por serina. O mutante
C57A/C102A foi construido pela substituicdo dos
residuos Cys57 e Cysl102 por alanina e o mutante
C61A/C104A pela substituicdo dos residuos Cys61 e
Cys104 também por alanina (Figura 1). As trés outras
simulagdes tiveram como ponto de partida estruturas

cristalograficas depositadas no PDB. Muller e
colaboradores® determinaram as estruturas
tridimensionais dos mutantes C51A/C60A,

C57A/C102A e C61A/C104A (cédigos PDB: 1MJV,
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1IMKG e 1MKK, respectivamente) por difracdo de
raios-X. O simbolo ° foi utilizado para indicar que estas

o
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simulagGes partiram de estruturas cristalograficas.

Figura 1. Representacdo estrutural do VEGF enfatizando os residuos de cisteina que participam de ligacGes
dissulfeto. (A) ligagOes dissulfeto intercadeia (entre os monémeros do VEGF). Elas sdo formadas pelos residuos
Cys51 de um mondmero e Cys60 do outro. Os mutantes C51A/C60A* e C51S/C60S* foram construidos para
apresentarem somente uma dessas ligacGes dissulfeto. (B) liga¢des dissulfeto intracadeia formadas pelos
residuos Cys57 e Cys102. (C) ligagcGes dissulfeto intracadeia formadas por Cys61 e Cys104

As oito simulacdes de dindmica molecular foram
realizadas no ensemble NPT, utilizando o pacote
computacional GROMACS**° e o campo de forcas
OPLS all-atom extendido para o tratamento de
biomoléculas.>* Primeiramente, um procedimento de
minimiza¢do de energia foi aplicado a cada estrutura
inicial para remover contatos de alta energia. A
minimizagdo utilizou 1000 passos do algoritmo
steepest descent (SD). Posteriormente, cada sistema
foi solvatado dentro de uma caixa retangular
contendo aproximadamente 9000 moléculas de agua
do tipo SPC** sendo que 12 delas foram
posteriormente substituidas por contra-ions Na* para
neutralizar o sistema. Essa substituicdo foi realizada
pelo médulo genion do pacote GROMACS que
recalcula o potencial eletrostatico apds a inclusdo de
cada contra-ion. A partir desse ponto foram aplicados
condig¢des periddicas de contorno, o algoritmo LINCS*®
para fixar estiramentos envolvendo &tomos de
hidrogénio e o método do somatério de Ewald** para
o tratamento de interacGes eletrostaticas de longo
alcance. Simulag¢des prévias das moléculas de dgua e
dos contra-ions foram realizada na temperatura de
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300 K e 1 atm com o objetivo de equilibra-los ao
potencial exercido pela proteina e permitir que as
moléculas de dgua penetrassem nas cavidades da
superficie da proteina. Nessa etapa, potenciais
harmoénicos foram utilizados para restringir o
movimento dos atomos da proteina. As equagbes de
movimento foram integradas segundo o algoritmo
Verlet Leapfrog.*® O controle de temperatura e
pressao foi realizado por acoplamento fraco a um
banho externo segundo o formalismo de Berendsen,
com tempos de relaxamento de 0.1 e 1.0 ps,
respectivamente e compressibilidade isotérmica de
4,5 . 10° bar™. Apds equilibrar moléculas de 4gua e
fons, a energia do sistema foi minimizada por 1000
passos do algoritmo SD. Cada sistema foi aquecido
gradualmente até a temperatura de 300 K utilizando
seis blocos de simulacdo. No primeiro bloco a
temperatura variou de 0 a 50 K, no segundo de 50 a
100 K, e assim por diante. Cada bloco durou 50 ps,
totalizando 300 ps na etapa de aquecimento.’’ Com
0s oito sistemas termalizados em 300 K e 1 atm, a
etapa de aquisicdo de dados foi iniciada. Exceto pelos
estiramentos envolvendo datomos de hidrogénio,
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nenhuma restricdo foi imposta aos sistemas. Cada
simulagdo foi desenvolvida com intervalo de
integracdo de 2 fs e tempo total de 10 ns.

3. Resultados e discussao

O desvio do valor quadrdtio médio (RMSD: “root
mean-square deviation”) das posi¢cbes atémicas em
relacdo a estrutura inicial, o raio de giro (Rg) e a area
superficial acessivel ao solvente (SASA) de cada
simulagdo cujo ponto de partida foi a estrutura

Vo

modificada do VEGF nativo estdo mostrados na Figura
2. A Figura 3 mostra os mesmos dados para as
simulacbes que tiveram estruturas cristalograficas
como ponto de partida. Nota-se que, apds
aproximadamente 1 ns de simulacdo, todas as séries
temporais atingem regides de estabilidade e apenas
flutuam em torno desses valores. Como esperado,
todas as simulagdes tiveram valores de RMSD maiores
do que o VEGF nativo (abreviado por WT VEGF: wild
type VEGF). Observa-se também, de uma forma geral,
Rg e SASA maiores para os mutantes do que para o
WT VEGF.
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Figura 2. (A) RMSD relativo as posig¢oes iniciais dos atomos de Ca, (B) raio de giro (Rg), (C) area superficial
acessivel ao solvente (SASA) dos sistemas cujo ponto de partida foi a estrutura do VEGF modificada. A legenda
no canto superior direito relaciona as cores aos sistemas
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Figura 3. (A) RMSD relativo as posicdes iniciais dos atomos de Ca, (B) raio de giro (Rg), (C) area superficial
acessivel ao solvente (SASA) dos sistemas cujos pontos de partida foram as respectivas estruturas
cristalograficas. A legenda no canto superior direito relaciona as cores aos sistemas

Estruturas médias representativas do final das
simulagdes foram obtidas considerando 2500
configuragdes no intervalo de tempo de 5-10 ns. A
Figura 4 mostra as sobreposi¢des dessas estruturas
em relagdo a estruturas cristalograficas. A Tabela 1
mostra valores médios de RMSD entre estruturas
obtidas da simulagdo e estruturas cristalograficas. A
estrutura média do mutante C51A/C60A (em azul na
Figura 4a) assemelha-se mais a estrutura
cristalografica deste mutante (em vermelho, cédigo
PDB: 1MJV), RMSD de ~0,147 nm, do que a estrutura
cristalografica do VEGF (cédigo PDB: 2VPF), RMSD de
~0,211 nm. Isso indica que, mesmo partindo da
estrutura inicial do VEGF, a simulacdao convergiu
corretamente para a estrutura do mutante. A
estrutura média do mutante C57A/C102A (em azul,
Figura 4b) assemelha-se as estruturas do VEGF e do
cristal desse mutante, e tem o mesmo valor de RMSD,
~0,149 nm. Este resultado ja era esperado, visto que o
valor de RMSD entre as estruturas experimentais
cristalograficas do VEGF e desse mutante é 0,119 nm.
Em outras palavras, o resultado experimental indica
que a mutacdo dos residuos Cys57 e Cys102 para
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alanina nao afeta significativamente a estrutura. A
estrutura média do mutante C61A/C104A (em azul,
Figura 4c) assemelha-se mais a estrutura do VEGF do
que a estrutura do cristal desse mutante. Os valores
de RMSD s3o ~0,171 e ~0,261 nm em rela¢do ao VEGF
e ao cristal do mutante, respectivamente. Isso indica
gue, nesse tempo de simulagcdo, a estrutura nao
converge para a estrutura esperada. Estruturas
cristalograficas dos mutantes que possuem apenas
uma ligacdo dissulfeto (C51A/C60A* e C51S/C60S*)
entre os monodmeros ndo foram ainda determinadas.
Porém, uma comparacdo das estruturas médias
obtidas por simulagdo desses mutantes com as
estruturas cristalograficas do WT VEGF e do mutante
C51A/C60A (ver Tabela 1 e Figura 4d) indicam que
estes mutantes se assemelham mais ao VEGF do que
ao C51A/C60A. Este resultado de simulagdo sugere
gue a auséncia de uma ligacdo dissulfeto ndo altera
de forma significativa a estrutura do VEGF e,
possivelmente, explica porque heterodimeros com
uma ligac¢do dissulfeto entre monémeros sdo capazes
de ativar os receptores de VEGF e promover
angiogénese.”
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Figura 4. Sobreposicdo de estruturas médias de dindmica molecular e estruturas cristalograficas. (a) Estrutura
cristalografica do VEGF em preto, estrutura média do mutante C51A/C60A em azul, e estrutura cristalografica
do mutante C51A/C60A em vermelho. (b) Estrutura cristalografica do VEGF em preto, estrutura média do
mutante C57A/C102A em azul, e estrutura cristalografica do mutante C57A/C102A em vermelho. (c) Estrutura
cristalografica do VEGF em preto, estrutura média do mutante C61A/C104A em azul, e estrutura cristalografica
do mutante C61A/C104A em vermelho. (d) Estrutura cristalografica do VEGF em preto, estrutura média do
mutante C51A/C60A* em azul, e estrutura média do mutante C515/C60S* em amarelo

Tabela 1. Valores médios (em nm) de RMSD entre as estruturas obtidas das simula¢des de dinamica molecular e
as estruturas cristalograficas.

VEGF? C51A/C60A° C57A/C102A° C61A/C104A°

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

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

C51A/C60A° 0,207 + 0,025 0,208 + 0,041 0,222 + 0,025 0,264 + 0,018
C57A/C102A° 0,147 + 0,018 0,192 + 0,027 0,146 + 0,014 0,233+ 0,026
C61A/C104A° 0,244 + 0,022 0,259 + 0,039 0,247 + 0,020 0,211+ 0,023

cédigos PDB: 2VPF?, IMJV®, IMKG®, IMKK".

* Estruturas que apresentam apenas uma ligacdo dissulfeto entre os monémeros.
S Estruturas gue tiveram como ponto de partida as estruturas cristalograficas.
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Para verificar se as simula¢des foram eficientes na
obtencdo de estruturas médias razodveis para as
proteinas mutantes, outras simula¢cdes foram
realizadas a partir das estruturas cristalograficas
desses mutantes. Para isso, os sistemas C51A/C60A§,
C57A/C102A° e C61A/C104A° foram construidos
conforme descrito antriormente. A principal questdo
é compreender se os desvios observados para as
simulagGes que ndo convergiram para a estrutura do
cristal, principalmente C61A/C104A, sdo devidos a
problemas da simulagdo (isto é, tempo de simulagdo
insuficiente, problemas relacionados ao campo de
forga, etc.) ou se as estruturas de alguns cristais ndo
correspondem as suas estruturas em solugdo. Para o
mutante C51A/C60A°, o valor de RMSD, ~0,208 nm
em relagdo a sua estrutura cristalografica, é maior do
que o valor ~0,147 nm obtido para a simulagdo que
teve como ponto de partida o VEGF. Este resultado é,
de alguma forma, interessante e inesperado, visto
que a simulagdo que teve como estrutura de partida
um modelo criado a partir de outra estrutura se
assemelha mais a estrutura cristalografica do mutante
C51A/C60A do que a simulagdo que teve como ponto
de partida a prépria estrutura cristalografica do
mutante C51A/C60A. Pode-se dizer que a simulacdo
partindo do modelo convergiu para a estrutura
experimental. Para o mutante C57A/C102A§, o RMSD
em relacdo a estrutura cristalografica das simulacdes
partindo do VEGF, ~0,189 nm, e da estrutura
cristalografica, ~0,192, é muito semelhante. Pode-se
dizer que a simulagdo partindo deste modelo
também convergiu para a estrutura experimental. No
caso do mutante C61A/C104A° valores elevados de
RMSD sdo observados para a simulagdo partindo do
VEGF, ~0,261 nm, e para a simula¢do partindo do
cristal, ~0,211 nm. Houve uma clara divergéncia dos
valores de RMSD, principalmente, da simulacdo que
partiu do modelo baseado no WT VEGF. O valor
elevado de ~0,211 nm da simulacdo que partiu do
cristal desse mutante pode ser um indicativo de que a
estrutura presente em solugdo pode apresentar,
possivelmente, diferengas conformacionais em
relagdo a sua estrutura cristalografica. O valor muito
elevado de RMSD (~0,261 nm) da simulagdo partindo
do VEGF indica que a simula¢do ndo convergiu para a
estrutura experimental. A estrutura cristalografica
deste mutante mostra que, na interface entre os
monomeros, quatro residuos sofrem mudancgas
conformacionais drasticas em suas cadeias laterais.”
Estes residuos sdo His27, Glu30, lle29 e Leu32. As
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reorientacOes das cadeias laterais desses residuos, na
melhor das hipdteses, ocorreriam na escala de tempo
de ps a ns, mas como estes residuos estdo na
interface e impedidos espacialmente, tempos muito
maiores sdao esperados e estes eventos ndo seriam
observados na escala de tempo da simulagdo. Esta
pode ser uma possivel explicacdo para o alto valor de
RMSD encontrado.

A Tabela 2 mostra os nimeros médios e os desvios
padrdao de ligacdes de hidrogénio obtidos de 2500
configuragdes sobre os ultimos 5 ns das trajetdrias.
Ligacdes de hidrogénio foram definidas segundo
critério geométrico: (i) distancia de corte entre os
atomos doador e receptor de 0,35 nm; e (ii) angulo de
corte receptor-doador-hidrogénio de 302. Os pares de
grupos analisados foram: (i) proteina/proteina; (ii)
cadeia-principal/cadeia-principal; (iii) cadeia-
lateral/cadeia-lateral; (iv) cadeia-1/cadeia-2 (entre
cadeias); (v) cadeia-1/cadeia-1; e (vi) cadeia-2/cadeia-
2. O numero de ligacGes de hidrogénio proteina-
proteina variou de um valor minimo de 126,0, para o
C61A _C104A, a um valor maximo de 133,7, para o
C61A_C104A°. Este resultado mostra que as
diferentes estruturas iniciais da dinamica molecular
(isto é, uma proveniente do VEGF e uma do cristal do
mutante) para o mesmo mutante levam aos
resultados mais discrepantes. Como descrito
anteriormente, uma possivel interpretacdo deste
resultado é a necessidade de reorganizacdo das
cadeias laterais localizadas na interface da estrutura
proveniente do VEGF. Isto é reforcado quando se nota
qgue os numeros de ligacGes de hidrogénio entre
cadeias (cadeia-1/cadeia-2), cujos valores médios
correspondem a 8,0 e 12,8 para os sistemas
C61A_C104A e C61A_C104A§, respectivamente, sao
bem diferentes entre os dois sistemas. E possivel que,
com um tempo de simulacdo maior, C61A_C104A se
aproxime de C61A_C104A°. A comparacdo dos
sistemas C51A_C60A com C51A_C60A§ e C57A_C102A
com C57A_C102A° permite afirmar que as simulacdes
que partiram do VEGF convergem de forma bem
razoavel para as simula¢des que partiram da estrutura
dos respectivos cristais. As estruturas com uma ponte,
C51A_C60A* e (C51S_C60S*, possuem valores
proximos dos valores calculados para o WT VEGF. Isto
sugere que a mutagdo de uma Unica ponte ndo afeta
drasticamente o perfil de liga¢gdes de hidrogénio.
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Tabela 2. Nimero médio e desvio padrao de ligagGes de hidrogénio

Vo

Cad. Cad.
Principal / Lateral /

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

Proteina Principal Lateral Cadeia-2 Cadeia-1 Cadeia-2

WT VEGF 131£4,8 86,1+£3,6 22,8+2,3 88+1,5 60,4 +£3,3 61,7+3,4
C51A_C60A 129,2+4,8 87,8+3,5 19,4+£2,2 9,2+1,7 60,8 £ 3,2 59,1+3,3
C57A_C102A 130,9+4,7 86,433 22,7+2,3 7,3+1,8 62,2+3,4 61,3+3,3
C61A_C104A 126,0+4,5 86,6134 20,1+£2,3 801,55 60,6 £3,1 57,4+3,1
C51A_C60A* 131,4+4,7 87,3+34 22,1+2,1 8,2+1,6 62,6 £3,6 60,7+£3,4
C51S_C60S* 128,6+4,7 86,7+3,5 21,7+2,4 8,0+1,5 62,5+3,4 58,1+3,2
C51A_C60A§ 129,8+4,9 88,6+3,3 21,0+2,5 99+1,5 60,8 + 3,2 59,1+3,4
C57A_C102A§ 130,2+5,3 86,2+3,6 25,1+2,4 8,7+1,7 62,0+3,3 60,0+3,4
C61A_C104A§ 133,7+4,6 84,4+35 23,1+2,3 128+19 615+3,1 59,5+3,3

* Estruturas que apresentam apenas uma ligagdo dissulfeto entre os mondémeros.
S Estruturas que tiveram como ponto de partida as estruturas cristalograficas.
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Figura 5. Os trés painéis na parte superior da figura mostram a evolu¢do temporal dos fatores-B coletados de
janelas consecutivas de 250 ps. O painel da esquerda refere-se ao C51A/C60A, o do meio ao C57A/C102A e o da
direita ao C61A/C104A. Os valores referem-se a média entre as duas cadeias. As intensidades dos fatores-B sdo
dadas pela legenda no canto inferior direito. Abaixo de cada painel estd um grafico de RMSD calculado sobre os

atomos de Ca. O RMSD médio de todos os 40 blocos aparece no painel inferior esquerdo
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Os fatores-B dos atomos de Ca foram calculados
sobre 40 blocos de 250 ps com intervalos de tempo
de 2 ps. Em cada bloco, foi efetuada a média dos
fatores-B. A média dos fatores-B entre os monémeros
foi também obtida. A Figura 6 mostra a evolugao
temporal dos fatores-B para as simulacbes de
C51A/C60A, C57A/C102A e C61A/C104A e a Figura 7,
para as simulagdes C51A/C60A°, C57A/C102A° e
C61A/C104A° (simulacBes de estruturas provenientes
do cristal de cada mutante). E possivel notar em todos
0os mapas que os valores de fator-B convergem
razoavelmente. Graficos de RMSD foram colocados
abaixo de cada painel de fator-B para dar uma idéia
do periodo de tempo em que cada bloco foi coletado.
O painel inferior mostra a média dos fatores-B sobre
os 40 blocos em comparacdao com a média calculada

Residuos C51A/C60A do cristal
Residuos C57A/C102A do cristal

Horta, B. A. C.; de Alencastro, R. B.

para o WT VEGF. A regido compreendida entre os
residuos 60 e 70 (regido que contém a al¢a-2) é a mais
afetada pelas mutacgdes, que aumentam as flutuagdes
atdémicas nessa regido. Comparando as Figuras6e 7, é
possivel observar as diferencas causadas pelas
estruturas iniciais nas flutua¢des atébmicas da regido
da alca-2. As simula¢des que partiram da estrutura
modificada do VEGF (Figura 6) apresentam valores
menores de fator-B do que as simulacbes que
partiram das estruturas dos cristais (Figura 7). Em
outro trabalho, foi mostrado que as flutuagOes
atébmicas dos residuos pertencentes a alga-2 sdo,
significativamente, aumentadas perante a
complexac¢do com ligantes e receptores.

Residuos C61A/C104A do cristal

E - £ £
£ o3 £ £
a 0.2 3 . 8 X N

0.1F 0.1 i
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Figura 6. Os trés painéis na parte superior da figura mostram a evolugdo temporal dos fatores-B coletados de
janelas consecutivas de 250 ps. O painel da esquerda refere-se ao C51A/C60A°, o do meio ao C57A/C102A°% e o
da direita ao C61A/C104A°. Os valores referem-se 3 média entre as duas cadeias. As intensidades dos fatores-B

sdo dadas pela legenda no canto inferior direito. Abaixo de cada painel estd um grafico de RMSD calculado
sobre os dtomos de Ca. O RMSD médio de todos os 40 blocos aparece no painel inferior esquerdo
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Figura 7. Gréficos da evolucdo da raiz quadrada da média dos produtos internos (RMSIP) com o intervalo de
tempo para as simulag¢des dos mutantes construidos a partir da estrutura do VEGF. As linhas continuas
correspondem a sobreposicdo entre autovetores do mesmo sistema, mas de diferentes subpartes de 2500 ps.
As linhas ndo-continuas correspondem a sobreposi¢do dos autovetores dos mutantes com o WT VEGF

A matriz de covariancia 3N x 3N foi calculada e
diagonalizada considerando os atomos da cadeia
principal e excluindo os residuos terminais (os cinco
primeiros e Ultimos residuos). A raiz quadrada da
média dos produtos internos (RMSIP: “root mean
square inner products”) (equagdo 1) foi calculada
entre intervalos crescentes da primeira metade da
etapa de analise das simulagdes (de 5000 ps até 7500
ps) com a segunda metade (de 7500 ps até 10000 ps)
envolvendo o subespago composto pelos primeiros 10
autovetores (que foram considerados aqui como o
subespaco essencial).*”**

RMSIP =

i=l

1 10 10 vz
EZJZ_:,("VVJ)Z

Equacao 1

Nessa equagdo, n; e v; sdo autovetores da primeira
e da segunda metades, respectivamente. Com a
finalidade de evitar correlagGes, foram comparados
apenas os autovetores obtidos da primeira metade
com os autovetores obtidos da segunda metade. A
Rev. Virtual Quim. |Vol 3| |No. 1| |37-50]

Figura 8 mostra os graficos da evolugdo da raiz
quadrada da média dos produtos internos (RMSIP)
com o intervalo de tempo para as simula¢des dos
mutantes construidos a partir da estrutura do VEGF.
Observa-se em todos os graficos a convergéncia dos
autovetores para um RMSIP de ~0,5. Observa-se,
também, que existe alta sobreposicio dos
autovetores dos mutantes com os autovetores do
VEGF nativo. Em principio, isto indica que existe um
alto grau de correlacdo dindamica dos mutantes
comparado ao VEGF nativo, apesar de existirem
pequenas diferencas estruturais e diferencas nas
flutuacdes atdmicas da alga-2 entre os mutantes e o
VEGF. Entretanto, a Figura 9, que mostra graficos de
RMSIP para as simulacGes dos mutantes construidos a
partir das estruturas cristalograficas, descreve um
comportamento bem diferente. Para esses sistemas, a
convergéncia dos autovetores é observada para
valores de RMSIP de ~0,5, mas a sobreposi¢do com os
autovetores do VEGF nativo é negligenciavel (valores
préximos a 0,1). Em outras palavras, no caso das
simulagbes feitas a partir de estruturas
cristalograficas, o comportamento dindmico é bem
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diferente do VEGF nativo. Este resultado mostra que
existe uma alta dependéncia das correlagGes nas
flutuagdes atdbmicas com a estrutura inicial e que, a
convergéncia dessa correlagdes e consequente “perda

pla bl 1
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ol | |
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da memdria da estrutura inicial” deve ocorrer em

escalas de tempo muito maiores.
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Figura 8. Graficos da evolucdo da raiz quadrada da média dos produtos internos (RMSIP) com o intervalo de
tempo para as simulagdes dos mutantes construidos a partir das suas estruturas cristalograficas
correspondentes. As linhas continuas correspondem a sobreposicdo entre autovetores do mesmo sistema, mas
de diferentes subpartes de 2500 ps. As linhas ndo-continuas correspondem a sobreposicdo dos autovetores dos
mutantes com o WT VEGF

4. Conclusoes

O presente estudo envolveu a analise de oito
trajetérias de dinamica molecular de proteinas
modificadas do VEGF, nas quais residuos de cisteina
foram trocados por residuos de alanina ou serina com
o intuito de se investigar a importacia das ligacGes
dissulfeto na estrutura e na dinamica do VEGF. As
simulagbes foram comparadas com a simulagdo do
VEGF nativo publicada anteriormente.?” Cinco dessas
simulagbes tiveram como ponto de partida a
estrutura modificada do VEGF nativo e trés tiveram
como ponto de partida as respectivas estruturas
cristalograficas das  proteinas  mutantes. A
comparacgdo dessas estruturas permitiu uma analise
sobre a possibilidade de se refinar estruturas obtidas
a partir do VEGF (predizer a estrutura cristalografica
dessas proteinas mutantes). Foi possivel obter valores
de RMSD préximos aos valores obtidos das
simulagGes que partiram das estruturas
cristalograficas e, este processo se deu no curto
intervalo de tempo de 10 ns. As flutuagGes atdbmicas
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obtidas a partir dos modelos também se mostraram
compativeis com as flutuagGes obtidas diretamente
das simulagGes dos cristais e indicaram que a alga-2 é
a regido mais afetada perante as mutag¢les dos
residuos de cisteina considerados. Tempos de
simulagdo muito maiores devem ser empregados para
que as matrizes de covariancia convirjam
satisfatoriamente. De forma geral, a auséncia das
ligagcbes dissulfeto n3do provocam mudangas
estruturais muito significativas, mas perturba a
estrutura dos “podlos” (regido que compreende as
alcas) do VEGF, responsaveis pela ligacdo ao
receptor.®®*
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