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Resumo
Os carboidratos são bem conhecidos por suas características físico-químicas, biológicas,
funcionais e terapêuticas. Infelizmente, sua natureza química impõe sérios desafios para
a elucidação estrutural desses fenômenos, prejudicando não apenas a profundidade
de nossa compreensão dos carboidratos, mas também o desenvolvimento de novas
aplicações biotecnológicas e terapêuticas baseadas nessas moléculas. No passado recente,
a quantidade de informações estruturais, obtidas principalmente da cristalografia de
raios-X, aumentou progressivamente, assim como sua qualidade. Nesse contexto, o
presente trabalho apresenta uma análise global das informações sobre carboidratos
disponíveis em todo o principal banco de dados de estruturas cristalográficas, Protein
Data Bank (PDB). A partir de estruturas de alta qualidade, fica claro que a maioria
dos dados está altamente concentrada em alguns tipos de resíduos, principalmente em
suas formas monossacarídicas e com um nível limitado de ramificação. As geometrias
adotadas pelas ligações glicosídicas podem estar principalmente associadas aos tipos de
ligações em vez dos resíduos, enquanto o nível de distorção dos monossacarídeos, baseado
em medições do puckering, foi caracterizado, quantificado e localizado em uma paisagem
de equilíbrio pseudo-rotacional - não apenas para mínimos locais, mas também para
estados de transição. Além disso, foi realizado um ajuste de parâmetros já existentes
para simulações de dinâmica molecular de hexopiranose (GROMOS53a6GLYC ), a fim
de descrever corretamente o equilíbrio de conformações presentes nos monossacarídeos
in silico. Essas análises qualitativas e quantitativas oferecem uma imagem global do
conteúdo estrutural de carboidratos no PDB, potencialmente apoiando a construção
de novos modelos para fenômenos biológicos relacionados a carboidratos no nível
atomístico. Além disso, o cuidado com a representação correta dessas moléculas auxilia
em estudos futuros sobre as propriedades terapêuticas e atomísticas dessas importantes
biomoléculas.

Palavras-chaves: Carboidratos. Protein Data Bank. Metadinâmica. Glicobiologia
Estrutural.



Abstract
Carbohydrates are well known for their physico-chemical, biological, functional and
therapeutic characteristics. Unfortunately, their chemical nature impose severe challenges
for the structural elucidation of these phenomena, impairing not only the depth of
our understanding of carbohydrates, but also the development of new biotechnological
and therapeutic applications based on these molecules. In the recent past, the amount
of structural information, obtained mainly from X-ray crystallography, has increased
progressively, as well as its quality. In this context, the current work presents a global
analysis of the carbohydrate information available on the entire Protein Data Bank.
From high quality structures, it is clear that most of the data is highly concentrated
on a few set of residue types, mainly on their monosaccharidic forms and with a
limited level of branching. The geometries adopted by glycosidic linkages can be mostly
associated to the types of linkages instead of the residues, while the level of puckering
distortion was characterized, quantified and located in a pseudorotational equilibrium
landscape - not only to local minima, but also to transitional states. Furthermore
an adjustment of already existing parameters for hexopyranoses molecular dynamics
simulations (GROMOS53a6GLYC ) was performed, in order to correctly describe the
equilibrium of conformations present in monosaccharides in silico. These qualitative and
quantitative analyses offer a global picture of carbohydrate structural content on PDB,
potentially supporting the building of new models for carbohydrate related biological
phenomena at the atomistic level. In addition, the care for the correct representation of
these molecules in silico aids in future studies regarding the therapeutical and atomistic
properties of such important biomolecules.

Keywords: Carbohydrates. Protein Data Bank. Metadynamics. Structural Glycobiol-
ogy.
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1 Introdução

1.1 Carboidratos
Atualmente, são conhecidas 4 tipos de biomoléculas: Lipídeos, Proteínas, Ácidos

Nucleicos e Carboidratos. Carboidratos, além de serem os mais abundantes na biosfera
terrestre, se diferem das demais classes em dois importantes aspectos: podem ser
altamente ramificados e as suas unidades monoméricas podem ser ligados entre si por
diversos tipos de ligações [1]. Ademais, carboidratos (também chamados de glicanas
ou açúcares) possuem centenas de unidades monoméricas na natureza, uma variedade
muito maior do que os 22 aminoácidos naturais e as 5 bases nitrogenadas dos ácidos
nucleicos [2,3]. Os monossacarídeos (monômeros de glicanas, suas unidades mais simples)
possuem diferentes configurações (D e L), equilíbrios pseudo-rotacionais e estados
anoméricos (α e β) [2, 4].

Os açúcares, além disso, podem adotar diversos níveis organizacionais, sendo
encontrados na natureza tanto de maneira monomérica, quanto organizado em pequenas
(oligossacarídeos) e grandes cadeias de carboidratos (polissacarídeos). A partir disso,
mais níveis de complexidade são adicionados às suas estruturas, devido a existência
de diferentes tipos de ligações entre monômeros e diversos valores de ângulos diedrais
que podem ser adotados por elas [2]. Isso por si só eleva a complexidade estrutural
atrelada a essas biomoléculas, tanto no nível polimérico quanto no nível monomérico,
fazendo com que essas biomoléculas sejam capazes de desempenhar inúmeras funções
biológicas [5] e possuam uma grande diversidade estrutural e conformacional.

1.1.1 Diversidade Funcional e Estrutural

Carboidratos, de uma maneira geral, possuem uma diversidade estrutural muito
elevada. Mesmo no seu nível mais simples, os monossacarídeos, existem centenas de
moléculas que variam de acordo com o número de átomo de carbonos presentes (trioses,
tetroses, pentoses, hexoses, e assim por diante), a orientação dos substituintes (axial ou
equatorial), os estados anoméricos, configurações (D ou L), e formas tautoméricas [4]. A
grande maioria desse monômeros são encontrados na configuração D e sendo compostos
por 6 átomos de carbono (D-hexoses) [6]. Monossacarídeos podem ser classificados,
também, de acordo com o tipo de grupamento carbonílico presente na molécula (aldose
para grupamento aldeído e cetose para grupamento cetona) [7].
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Além disso, monossacarídeos podem se organizar em polímeros de diferentes
complexidades, desde a lactose, um dissacarídeo de β-galactose e β-glicose, até a
celulose, um polímero de inúmeras repetições de β-glicose (figura 1). Esses diferentes
níveis organizacionais adicionam mais graus de liberdade à informação estrutural
de carboidratos, devido à presença de distintos tipos de ligação glicosídica entre os
monômeros (por exemplo, β-(1→4) e α-(1→4)) e os ângulos diedrais dessas ligações, phi
(φ) e psi (ψ), que são adotados por elas [2]. Essa diversa gama de variáveis estruturais
atreladas aos carboidratos permite que eles desempenhem uma grande variedade de
funções, o que os torna moléculas extremamente dinâmicas (figura 1).

Quando em meio biológico, carboidratos desempenham um amplo espectro
de funções, muitas delas ligadas à glicosilação de proteínas, como resposta imune,
sinalização celular, enovelamento de proteínas, tráfego celular, entre outras. As formas
complexas, funcionalidade, e propriedades dinâmicas de oligo- e polissacarídeos os
permitem funcionar em interações intermoleculares como codificadores de informação
biológica [8]. Por exemplo, o reconhecimento de carboidratos é uma parte integral do
desenvolvimento biológico natural [9] e da defesa imune contra patógenos externos
através da identificação de glicanas exógenas [10, 11]. Em contrapartida, bactérias e
patógenos virais aderem, inicialmente, ao tecido do hospedeiro através de ligações
especificamente com carboidratos presentes na superfície das células do hospedeiro [12].

Outra função importante desempenhada por carboidratos é de estrutura. Grandes
cadeias poliméricas de carboidratos, como a celulose, que é composta por várias β-
glicoses conectadas por ligações glicosídicas β-(1→4), é um dos principais componentes
das paredes celulares de plantas e compõe grande parte da biomassa terrestre [13,14].
Da mesma forma, a quitina, um polímero de N-acetil-glicosamina, desempenha o papel
primordial na formação de componentes estruturais da parede celular de fungos e
leveduras, bem como do citoesqueleto de artrópodes [15]. Além disso, carboidratos
podem auxiliar na manutenção de determinadas estruturas proteicas, como a estrutura
quaternária da imunoglobulina G, ou no ancoramento de proteínas à membrana celular
[1].

Moléculas como o amido e o glicogênio, que servem como repositório de energia e
fonte de carbono para, virtualmente, todos os organismos vivos, também são carboidratos
[16]. O glicogênio, que é sintetizado durante condições de abundância para ser utilizado
em momentos de necessidade energética, é formado pela polimerização da α-glicose
através de ligações α-(1→4) com eventuais ramificações α-(1→6) [17]. Já o amido é
composto por dois polímeros de carboidratos, a amilose e a amilopectina, que são
moléculas praticamente lineares (ligações α-(1→4) com poucas ramificações em α-
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Figura 1 – Esquema ilustrando a variedade de estruturas que podem ser adotadas por
carboidratos

(1→6)) e altamente ramificadas (curtas cadeias de ligações α-(1→4) ligadas entre si
por ligações α-(1→6)) respectivamente [18].

1.1.2 Diversidade Conformacional

Além da diversidade estrutural e funcional apresentada anteriormente, no que
se trata de unidades monoméricas de carboidratos de anéis de 6 membros, há também
a variedade de conformações que podem ser adotadas por eles. Esses conformações
vem sendo foco de estudos tanto experimental, quanto computacionalmente [19–23],
devido ao conhecimento de que o estado em que se encontram influencia, diretamente,
o comprimento das ligações e a forma dos cadeias sacarídicas [24]. As conformações
mais recorrentes e, mais energeticamente estáveis observadas em solução são as duas
formas de cadeiras: 4C1 para D-açúcares (onde o carbono 4 fica acima do plano do anel
e o carbono 1 abaixo) e 1C4 para L-açúcares (onde o inverso acontece) (figura 2).

Existem outras conformações que podem ser adotadas. No entanto, elas são
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Figura 2 – Ilustração dos planos formados entre os átomos dos anéis de monossacarídeos
nas conformações 4C1 e 1C4

energeticamente menos favoráveis e ocorrem, via de regra, entre a transição de uma
cadeira para a outra. Sabe-se, adicionalmente, que em cadeias oligossacarídicas, como a
heparina, a conformação de alguns monômeros é não apenas uma cadeira, mas também
um bote torcido 2S0 [25, 26] (figura 3). Em alguns casos, esse tipo de distorção do
anel sacarídico possui uma consequência mecanística favorável na hidrólise de ligações
glicosídicas, posicionando o oxigênio glicosídico próximo ao resíduo ácido/básico do
sítio catalítico [27,28].

1.1.2.1 Puckering

Os estados conformacionais adotados por piranoses são classificados de acordo
com a nomenclatura descrita por Schwartz [29] e adotada pela União Internacional de
Química Pura e Aplicada (IUPAC) [30]. As 38 conformações canônicas de puckering
representam todas as formas únicas que um anel de piranose pode adotar como cadeira
(C), envelope (E), meia-cadeira ou half-chair (H, às vezes chamado de meio-bote),
torcido ou skew (S, às vezes chamado de bote-torcido) e bote (B). Para facilitar
a discriminação das diferentes conformações dos anéis sacarídicos, foi estabelecida
uma maneira quantitativa de avaliar seu grau de dobramento, chamado de puckering
[31]. Nessa definição, um sistema de coordenadas esféricas foi utilizado para fazer a
representação das diferentes conformações de anéis de 6 membros de monossacarídeos,
definido por 3 variáveis (θ, φ e Q).

O método baseia-se na definição de um único plano médio passando pelo centro
geométrico da molécula e, a partir dele, pode-se calcular os ângulos dos átomos que
estejam fora desse plano. Para tanto, as variáveis θ e φ especificam o "tipo de distor-
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ção"presente no anel e Q indica a amplitude com que ela ocorre. Cada conformação
possível de ser adotada por um anel de 6 membros é descrita por uma esfera confor-
macional (figura 3), sendo os pólos dessa esfera as duas conformações mais estáveis
(Cadeiras 4C1 e 1C4). Entre elas, existem conformações de transição, que são adotadas
de acordo com a via de interconversão de cada monossacarídeo, sendo a diferença de
energia entre esses estados conformacionais também variável de acordo com a molécula
de estudo [21].

Figura 3 – Esfera de conformações de monossacarídeos em função das coordenadas de
puckering θ e φ. Adaptado de [21]

1.2 Caracterização estrutural de Carboidratos
A área de estudo envolvendo a determinação de estruturas de biomoléculas

surgiu em meados do śeculo XX e desde então vem agregando contribuições expressivas
para o avanço científico [32]. O estudo da estrutura de macromoléculas é um ponto
crucial no entendimento da biologia, visto que funções biológicas são consequência de
interações moleculares que estão diretamente ligadas à estrutura macromolecular [33].
Nesse contexto, novas técnicas de elucidação estrutural vêm sendo desenvolvidas com o
propósito de incrementar o conhecimento estrutural de entidades biológicas em diferentes
níveis de resolução. Técnicas como o espalhamento de raios-X a baixos ângulos [34]
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e o dicroísmo circular [35] são capazes de descrever forma, tamanho, conteúdo de
estrutura secundária e enovelamento proteico, porém não possuem a resolução atomística
necessária para a descrição de moléculas menores, como carboidratos.

A determinação de uma estrutura exata de carboidratos é, muitas vezes, um
desafio, porque mesmo no seu nível monomérico, existem diferenças de configuração,
estereoquímica e conformações, resultando em dados altamente similares [36]. As
principais técnicas utilizadas para a determinação estrutural macromoléculas biológicas
são a cristalografia de raios-X e a ressonância magnética nuclear (figura 4), sendo a
primeira a mais dominante. No Protein Data Bank (PDB) [37], o principal banco de
dados de estruturas tridimensionais de biomoléculas, das 156.101 estruturas depositadas,
cerca de 89% foram resolvidas utilizando a cristalografia de raios-x (acessado em
setembro de 2019). Nesse banco de dados, no entanto, grande parte das estruturas
de carboidratos presentes estão covalentemente ligados à proteínas ou como ligantes
não-covalentemente ligados [38].

Figura 4 – Estruturas tridimensionais de biomoléculas obtidas pelas duas metodologias mais
empregadas atualmente. Em vermelho: Cristalografia de Raios-X - Ubiquitina
(ID 1UBQ) [39]. Em azul: Ressonância Magnética Nuclear - Proinsulina (ID
2KQP) [40].
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1.2.1 Cristalografia de Raios-X

A cristalografia de raios-X é uma técnica usada para elucidar a estrutura atômica
e molecular de um cristal, onde um feixe incidente de raios-X é difratado por essa
estrutura cristalina. Medindo-se a intensidade e o ângulo com os quais esses raios são
difratados, pode-se reconstruir o perfil tridimensional de densidade eletrônica do cristal.
A partir dessa densidade eletrônica, a posição média dos átomos do cristal pode ser
determinada, assim como outras propriedades, tais quais ligações químicas, comprimento
de ligações, etc. Essa é a principal técnica aplicada para a elucidação estrutural de
macromoléculas biológicas e ofereceu uma importante contribuição no entendimento de
diversos processos e mecanismos biológicos [41].

Devido ao seu alto impacto, essa técnica vem sido cada vez mais desenvolvida e
aprimorada. No entanto, a qualidade da estrutura obtida como resultado está direta-
mente ligada à qualidade do cristal da macromolécula de interesse, tornando o processo
de cristalização o principal gargalo dessa técnica [42]. A ocorrência da cristalização é
dada em condições controladas, incluindo uma solução supersaturada da molécula de
interesse, agentes precipitantes, condições específicas de temperatura, força iônica e em
pequenos intervalos de variação de pH [43].

Apesar da sua aplicação bem difundida, essa técnica conta com algumas limita-
ções [44]: (i) A formações de cristais da molécula de interesse, devido à multiplicidade de
fatores que participam no processo; (ii) A indução de estabilidade conformacional pelo
ambiente cristalino, que pode acarretar erros na estrutura final; (iii) A impossibilidade
de obter-se um conjunto de conformações, sendo a estrutura resolvida uma conformação
média. Devido a isso, a aplicação dessa metodologia juntamente com outras técnicas
de elucidação estrutural (como RMN ou Crio-Microscopia Eletrônica), garantem a
qualidade do estrutura final obtida e permitem a detecção de artefatos que possam
estar contidos no cristal [45].

1.2.2 Ressonância Magnética Nuclear

A ressonância magnética nuclear é uma técnica de espectroscopia que tem como
princípio observar o campo magnético ao redor de núcleos atômicos. Nessa técnica,
uma amostra é colocado em um campo magnético e o sinal de RMN é produzido pela
excitação dos núcleos da amostra por ondas de rádio, que são detectadas por radio-
receptores sensíveis. A partir disso, é possível identificar a presença de núcleos de átomos
que estejam espacialmente próximos, ou seja, na vizinhança um outro, gerando mapas
de restrição espacial que são a base para a construção dos modelos tridimensional dessas
moléculas. O efeito Overhauser nuclear (NOE, nuclear Overhauser effect) - que ocorre
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quando átomos estão próximos em estados de magnetização diferentes - é empregado
em espectros de resolução bidimensional [46] com intuito de detectar a proximidade
entre átomos não-covalentemente ligados (distância menor que 5 Å) [47].

Devido ao fato de as amostras serem submetidas à espectroscopia de RMN em
solução, essa metodologia oferece uma caracterização que permite observar a flexibilidade
da estrutura e os diferentes estados conformacionais das biomoléculas [48]. Nesse
contexto, a RMN é a principal técnica para a elucidação estrutural de carboidratos,
dada a sua alta flexibilidade e dinâmica. A partir de dados de RMN foi possível observar e
compreender o complexo processo de equilíbrio conformacional e de interconversão entre
estados anoméricos dessas monossacarídeos [3, 4]. No entanto, dada a baixa utilização
dessa técnica para a obtenção de modelos tridimendionais depositados no PDB e a
dificuldade de analisar as estruturas resultantes (compostas por vários diferentes modelos
que são observados em solução), a informação estrutural de carboidratos nesse banco
de dados baseia-se principalmente na cristalografia de raios-X.

1.2.3 Acurácia das Estruturas de Carboidratos

No servidor do PDB [49], o nível de resolução e de acurácia de anotação das
estruturas contendo carboidratos varia amplamente [50]. A quantidade de informação e
dados experimentais a respeito da estrutura de carboidratos e sua composição variam de
acordo com o tipo de açúcar (isto é, mono-, oligo- e polissacarídeos, glicosaminoglicanos,
glicoproteínas ou outros compostos glicoconjugados), o grande número de isômeros
e confôrmeros, a complexa interação entre diferentes forças condutoras afetando as
populações de confôrmeros em equilíbrio e a dificuldade de extrair informação inequívoca
de bancos de dados experimentais [51].

A cristolografia de raio-X, a principal metodologia empregada na resolução
de estruturas depositadas no PDB, não funciona muito bem com sistemas altamente
flexíveis, já que requer cristais regulares e apenas alguns oligossacarídeos não-derivativos
cristalizam. Em suma, a complexidade estrutural das cadeias glicanas, sua micro
heterogenicidade, flexibilidade e a não disponibilidade desses compostos em quantidades
suficientes prejudicam os estudos estruturais [52] e uma compreensão mais detalhada
da dinâmica de estruturas sacarídicas em solução permanece um desafio.

Preocupações sobre a acurácia de estruturas cristalográficas contendo carboidra-
tos foram levantadas, anteriormente, por diferentes autores [53–56]. Quando moléculas
tão pequenas estão presentes em estruturas macromoleculares, elas, frequentemente, são
reportadas com erros estereo- e regioquímicos e em conformações incomuns [57]. Apesar
de que distorções conformacionais podem resultar de interações ocorrendo em um com-
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plexo [58], elas também podem ser decorrentes de anotações errôneas dessas moléculas.
Isso resulta em um mau entendimento químico e na falta de restrições estereoquímicas
apropriadas no refinamento, geralmente contra dados com baixa resolução [59].

Ademais, em contraste com proteínas e ácidos nucleicos, não há uma nomen-
clatura padrão para resíduos de carboidratos em arquivos PDB. [60]. Nesse formato, a
nomenclatura do resíduo é determinada por apenas 3 letras, o que é o suficiente para os
22 aminoácidos que compõe proteínas, porém insuficiente para codificar centenas de
diferentes monossacarídeos. A abreviação utilizada para representar essas moléculas,
portanto, frequentemente não é relacionada ao nome comum do resíduo [50]. Além
disso, em alguns casos, cadeias sacarídicas inteiras (oligossacarídeos e glicoconjugados)
são representados pelo mesmo código de três letras, apesar de serem compostos por
diferentes monômeros. Por exemplo, os resíduos GAL (β-galactose) e BGC (β-glucose)
são ambos denominados LAT (β-Lactose) em entradas do PDB onde essa moléculas
está presente [50, 61].

1.3 Métodos para Simulação de Carboidratos
Existem métodos computacionais capazes de auxiliar o estudo estrutural dessas

moléculas altamente diversas. Uma dessas técnicas é a dinâmica molecular (DM), que
foi desenvolvida na década de 1970 [62] e vem sendo empregada para abordar diversos
problemas estruturais [63–66]. Além da dinâmica, pode-se utilizar uma técnica de amos-
tragem ampliada chamada metadinâmica [67] (uma simulação de DM enviesada), a qual
permite que conformações, que não seriam alcançadas no tempo de simulação limitado
da DM, sejam estudadas. A aplicação de ambas técnicas permite que carboidratos
sejam estudados sem que haja a dependência da qualidade das estruturas resolvidas.
Esse movimento vêm ocorrendo, onde são realizados estudos estruturais de carboidra-
tos aplicando técnicas computacionais, observando tanto mudanças conformacionais,
preferências de ângulos diedrais, dinâmica dessas moléculas livres e em interação com
outras biomoléculas [25,51,68,69].

1.3.1 Dinâmica Molecular

O método de dinâmica molecular (DM) permite que sejam realizados experi-
mentos com resolução atomística dos fenômenos estudados, além da observação de
propriedades tempo-dependentes. A DM avalia o comportamento físico-químico (ba-
seado em um conjunto de parâmetros chamados campo de força) de um determinado
sistema de átomos, baseando-se em forças que podem induzir a movimentação desses
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átomos. Essa técnica baseia-se em integrações sucessivas da equação de movimento de
Newton aplicada a todos os átomos do sistema, empregando um tempo de integração
denominado dt [70]. Esse processo é realizado para todas as posições e interações dos
átomos por um determinado período de tempo, sendo atualizados constantemente e
formando o que é chamado de trajetória. Nessa trajetória, está contido o conjunto de
diferentes conformações adotadas pela molécula simulada (ensemble) que descrevem o
perfil conformacional encontrado para tal sistema [33].

A DM está diretamente atrelada ao conceito de Mecânica Molecular (MM) onde
apenas os núcleos dos átomos são levados em consideração nos cálculos, excluindo
a descrição direta de propriedades eletrônicas e, por conseguinte, a possibilidade da
ocorrência de quebra e formação de ligações químicas. Dessa maneira, a DM é regida
pela seguinte equação: Fi= mi . ai. O termo ai pode ser descrito como ai = d2riti(t)/dt2,
onde ri(t) corresponde à posição do átomo i e dt ao tempo de integração discretizado [70].
A força do sistema também pode ser descrita de acordo com o termo: Fi = -dV/dri,
onde V representa a energia potencial do sistema (calculada para todo átomo i na
posição ri). Isso é primordial na determinação da intensidade e direção de Fi, visto que
esse termo é colocado em função das coordenadas cartesianas dos átomos e da energia
potencial (V) do sistema. Sendo assim, integra-se a equação considerando a variação
temporal (t); as forças que agem sobre o átomo i, calculadas pelo conjunto de interações
descritas para esse átomo (campo de força); a partir dessas forças, ocorre uma variação
no espaço cartesiano (dr), em função do tempo de integração (no presente caso, 2 fs).
Resolvendo-se essa equação para cada átomo do sistema, obtém-se a trajetória, sobre a
qual o comportamento do dado sistema durante um determinado período de tempo de
simulação será avaliado [70].

Os cálculos de energia potencial dos átomos que compõe os sistemas simulados
são realizados com base em um conjunto de funções que definem os chamados termos
ligados e termos não-ligados (figura 5). Esse conjunto de parâmetros e funções é
chamado de campo de força e a forma funcional básica desses campos de força é dada
pelo somatório desses termos [70]. Dentre os termos ligados estão: termos de ligação
covalente entre dois átomos (Vligação), descritos por um potencial harmônico (kb) que
penaliza energeticamente variações de b em relação ao valor de referência b0; termos
de descrição de ângulos envolvendo três átomos (Vângulo), que de forma semelhante
emprega um potencial harmônico (kθ) para evitar variações excessivas, onde θ é o ângulo
calculado e θ0 é o ângulo de referência; termos torcionais relativos à rotação de ângulos
diedrais formados entre quatro átomos (Vdiedrais). O diedro próprio é descrito por uma
função cosseno com n sendo o valor de periodicidade ou multiplicidade (indicando o
número de mínimos de energia), φ é o valor do diedro, kφ determina a barreira energética
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para que ocorra mudança de mínimo de energia e δ indica o máximo de energia no perfil
rotacional do diedro. O diedro impróprio varia para cada campo de força, podendo
tanto seguir o padrão periódico encontrado para diedros próprios (AMBER e OPLS),
como o padrão de potenciais restritivos encontrado para ligações e ângulos (CHARMM
e GROMOS). Os termos não-ligados compõem a soma de dois outros termos: os termos
coulômbicos relativos a componentes eletrostáticos dos átomos (Veletro), calculados como
a soma de interações entre pares de cargas atômicas, utilizando a Lei de Coulomb; os
termos de van der Waals (VLJ), calculados aplicando um potencial de Lennard-Jones
12-6 entre pares de átomos neutros. Apesar dessa forma básica, cada campo de força tem
suas peculiaridades para lidar com a resolução dessas equações. Atualmente, os campos
de força mais comumente utilizados são o AMBER [71], CHARMM [72], GROMOS [73]
e OPLS-AA [74]. Ademais, o Grupo de Bioinformática Estrutural desenvolveu um
conjunto de parâmetros, complementar ao campo de força GROMOS, específicos para
hexopiranoses [75–77], permitindo a aplicação da DM a esse grupo de biomoléculas.

1.3.2 Metadinâmica

Nas simulações de dinâmica molecular, os resultados obtidos são significantes
a partir do momento que há um tempo de simulação extenso o suficiente para que
o sistema visite todos as configurações energeticamente relevantes. Em alguns casos,
dependendo do tamanho do sistema e da velocidade com que mudanças conformacionais
ocorrem e da barreira energética entre elas, o tempo de simulação pode se tornar um
fator limitante [79]. Nesse contexto, surge a metadinâmica, uma técnica de amostragem
ampliada comumente utilizada para descrever os perfis de energia livre de sistemas
capaz de acelerar eventos raros que são descritos por Hamiltonianos complexos, tanto
em um nível clássico (MM) quanto em um nível quântico (QM) [80].

Essa metodologia é baseada na inclusão de variáveis coletivas (Collective Varia-
bles - CV) [81] durante os cálculos de dinâmica, que devem ser previamente identificadas
como capazes de descrever o processo de interesse [80]. Dessa forma, o espaço confor-
macional que será adotado pelo sistema é ditado por essas variáveis, de maneira que
potenciais de energia são incluídos ao longo do tempo de simulação e o sistema fica
impedido de retornar a estados conformacionais já adotados, permitindo assim que a
superfície de energia livre de um determinado processo em função de uma determinada
variável seja completamente populada (figura 6).
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Figura 5 – Esquema representativo das funções que descrevem potenciais que regem o
funcionamento de um campo de força. Adaptado de Pedebos [78]



Capítulo 1. Introdução 28

Figura 6 – Representação do cálculo de metadinâmica e a equação aplicada ao sistema
durante a simulação.
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2 Justificativa

Carboidratos, por possuírem um espectro de funções tão diverso, tem sido
o crescente alvo de estudos. A sua participação em processos de sinalização e em
glicosilações de proteínas os tornam alvos interessantes para o desenvolvimento de
fármacos. No entanto, devido a sua elevada heterogenicidade e flexibilidade, a dinâmica
estrutural dessas biomoléculas não é inteiramente compreendida.

Estudos baseados em modelos computacionais, que fornecem uma resolução
atomística dos fenômenos, são importantes ferramentas para o estudo dessas moléculas.
Abordagens desse tipo são um dos poucos métodos que permitem o estudo conformaci-
onal de carboidratos, já que tanto o RMN como a cristalografia tem dificuldades ao
lidar com esse tipo de biomolécula. No entanto, sua representatividade está diretamente
ligada ao correto desenvolvimento do modelo.

Estruturas presentes em bancos de dados, quando levada em consideração suas
qualidades, oferecem informações estruturais de carboidratos obtidas experimental-
mente. A extração dessas informações de maneira acurada permite o auxílio de um
melhor entendimento da glicobiologia. Ademais, garante que o desenvolvimento de
modelos para o estudo dessas moléculas sejam o mais acurados possível, reproduzindo o
comportamento observado experimentalmente.
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3 Objetivos

O objetivo desse trabalho é contribuir com o crescimento do conhecimento
referente à glicobiologia estrutural. Para isso, o trabalho conta com os seguintes objetivos
específicos:

• Extrair corretamente informações estruturais de carboidratos do PDB, conside-
rando os possíveis erros;

• Identificar os principais monossacarídeos presentes no banco de dados e os seus
estados conformacionais de preferência;

• Identificar a abundância dos diferentes tipos de ligação glicosídica e a preferência
dos ângulos diedrais adotados;

• Ajustar o valor de barreira energética entre os principais estados conformacionais
de monossacarídeos (4C1 e 1C4) no campo de força GROMOS53a6GLYC [75].
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4 Procedimentos metodológicos

Durante o trabalho a nomenclatura dos átomos de todos os resíduos de carboi-
dratos seguiu a lógica representada na figura abaixo.

Figura 7 – Nomeclatura padrão dos átomos de anéis de hexopiranoses.

4.1 Análise das Estruturas do PDB
Buscando analisar sistematicamente a informação de carboidratos depositada

no PDB, foi implementado um fluxo de trabalho que separa as diferentes entradas
em suas múltiplas unidades de informação. Nele, é feita a filtragem por carboidratos,
identificação de monossacarídeos (mesmo em estruturas oligossacarídicas), identificação
do tipo de ligação presente entre monossacarídeos, bem como a medição de ângulos
diedrais e ângulos de puckering. Todos esses passos de análises e curadoria seguem a
lógica do pseudo-código presente na figura 8.

4.1.1 Obtenção dos dados e Filtragem

Para garantir a análise completa do banco de dados de estruturas, todas as
entradas disponíveis nele foram baixadas no dia 28 de Junho de 2018 (totalizando
140.547 arquivos) para passarem, posteriormente, por um processo de filtragem. Tanto o
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Figura 8 – Pseudo-código que ilustra a lógica utilizada no fluxo de trabalho na análise de
estruturas de carboidratos depositadas no PDB.

download dos arquivos, quanto o restante dos passos dessa seção, foram feitos utilizando
um script desenvolvido com o auxílio da biblioteca de funções BioPython [82] da
linguagem de programação Python. No processo de filtragem, buscava-se selecionar
apenas as estruturas que contivessem moléculas de carboidratos, ligadas ou não a
proteína cristalizada. Para isso, todos os arquivos foram abertos em forma de texto
e, em todos eles, buscou-se por pelo identificador "HETNAM", presente no cabeçalho
de arquivos no formato PDB que identifica os heteroátomos do sistema presente no
arquivo. Nessa flag são definidos os nomes de todos os resíduos do sistema que não
pertencem a proteínas e, portanto, permite identificar a presença de carboidratos.

A identificação das biomoléculas de interesse foi feita com base nos nomes dos
resíduos que eram considerados heteroátomos, já que átomos pertencentes a proteínas são
identificados apenas como "ATOM". Era feita a comparação entre esses nomes e uma série
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Tabela 1 – Lista dos nomes, prefixos e sufixos utilizados na filtragem de carboidratos dos
arquivos baixados do PDB.

Nome de Carboidrato

Abequose, Arabinose, Fructose, Fucose,
Galactosamine, Galactose, Glucosamine,
Glucose, Iduronic, Lactose, Mannose,
Maltopyranoside, Maltoside, Rhamnose,
Xylose.

Sufixo ou Prefixo de Carboidrato "Ose", "Gluc", "Uronic", "Saccharide".

de nomes, prefixos e sufixos comuns em carboidratos. Para uma entrada ser selecionada
(ou seja, ela possuía pelo menos uma estrutura nomeada como um carboidrato dentro
do arquivo) as palavras descritas na tabela 1 deveriam ser identificadas em alguma
porção do nome do resíduo.

Em adição à filtragem em busca de carboidratos, foi realizada outra etapa de
seleção, porém, dessa vez, usando a resolução das estruturas depositadas como guia.
Visando garantir a boa qualidade das estruturas a serem analisadas, moléculas com
resoluções menores do que 1.5 Å foram deixadas de lado. A resolução da estrutura
de uma molécula definida por cristalografia e difração de raios-x representa a menor
distância capaz de ser resolvida naquele cristal, ou seja, com resoluções maiores do que
1.5 Å é possível definir, com precisão, a posição de cada átomo dentro de um espaço
de 1.5 Å. Para isso, varreu-se os arquivos PDB até o identificador "RESOLUTION"ser
encontrado e, caso o valor definido a ele fosse inferior a 1.5 Å, a entrada era armazenada.
Todos as estruturas não selecionadas nessa etapa foram salvas separadamente, para
realizar algumas das etapas aplicadas no conjunto de dados de interesse para fins
comparativos. Estruturas caracterizadas por ressonância magnética nuclear (RMN), por
não conterem resolução, por serem uma estrutura média do comportamento de uma
molécula visto em solução e por serem uma pequena porcentagem dos dados obtidos,
não foram consideradas no conjunto de dados.

4.1.2 Identificação e Isolamento de Carboidratos

Tendo em vista que os cálculos e análises posteriores seriam realizados apenas
sobre os átomos dos resíduos de carboidratos, a identificação dessas biomoléculas e o seu
isolamento dos demais átomos presentes no sistema (proteínas, co-fatores, etc) fez-se
necessário. Nessa etapa, todos os átomos que não fossem correspondentes a um resíduo
de carboidrato identificado no passo anterior eram descartados. Isso foi realizado a
partir da nomenclatura identificada por "HETNAM". Nela, além do nome de cada um
dos resíduos diferentes aos resíduos das proteínas, há também uma tag de três letras
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que está presente na definição de cada um dos átomos do resíduos (figura 9). Com as
tags de todos os carboidratos presentes em um arquivo, ele era percorrido comparando
cada um dos conjuntos de três letras de cada um dos átomos de todo o sistema. Quando
um átomo possuía uma das tags referentes aos carboidratos achados, ele era salvo
em um novo arquivo, onde estavam contidos apenas os átomos de carboidratos da
entrada em questão. Por exemplo, caso em uma entrada fosse identificado a presença
de uma N-Acetil-Glicosamina (NAG), apenas os átomos marcados com essa tag seriam
selecionados e salvos em um novo arquivo. Para cada um dos arquivos selecionados
na etapa anterior, um novo arquivo foi gerado, contendo os açúcares encontrados no
seu espaço tridimensional. No nome desse arquivo era composto pelo código PDB da
entrada original mais uma marcação "_carbo", a fim de demonstrar que, naquele novo
arquivo, apenas os carboidratos estavam presentes.

Figura 9 – Identificação das colunas do arquivo PDB e o que cada uma delas representa.

Entradas que possuíssem estruturas de dupla conformação, ou seja, com duas
posições possíveis para o mesmo conjunto de átomos, distinguidas por um ’ ou uma letra
maiúscula ao lado do nome do átomo (C1’ e C1B, respectivamente), foram tratadas
como estruturas distintas. Alternativamente, poderia-se encontrar resíduos inteiros com
diferentes localizações, sendo eles distinguidos através de letras maiúsculas ao lado da
tag do resíduo (figura 10). Com o auxílio das ferramentas do BioPDB presentes na
biblioteca BioPython [82], foi possível identificar a presença e agrupar os átomos com
as mesmas marcas, salvando em um arquivo todos os átomos com ’ ou "B"e em outro
arquivo os átomos sem marcações ou com um "A". Nesse passo, foi primordial checar o
número do resíduo atrelado aos átomos desordenados, a fim de garantir que tratava-se,
de fato, de organizações diferentes do mesmo resíduo.
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Figura 10 – Representação de resíduos com dupla conformação. Para cada átomo há mais
de uma possível localização e mais de uma linha o definindo no arquivo PDB.
Nesse exemplo, a distinção é feita por diferentes letras maiúsculas ao lado da
tag do resíduo.

4.1.3 Identificação de Ligações Glicosídicas e Separação de Diferentes
Cadeias

Para que fosse possível extrair mais informações, como determinar o número
de cadeias de carboidratos ou qual o nível organizacional das cadeias selecionadas,
foi preciso, em primeiro lugar, separar as diferentes cadeias que estavam contidas
nos novos arquivos gerados na etapa anterior. Esse processo foi realizado a partir da
identificação da presença de ligação glicosídica entre os resíduos. Caso houvesse, eles
eram considerados partes da mesma cadeia. Em casos onde não havia ligação glicosídica
entre um resíduo e algum possível vizinho, esse era considerado um monômero isolado.
Em todos os casos, novos arquivos eram gerados, salvando separadamente cada uma
das cadeias identificadas, ou seja, pelo menos um novo arquivo era criado para cada
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entrada.

A avaliação da presença e do tipo de ligação glicosídica, bem como a estere-
oquímica relativa da posição anomérica de cada ligação foram realizadas por um script
desenvolvido utilizando a capacidade de manipulação e medição sobre as estruturas
do PDB concedida pelo BioPDB [82]. A identificação das ligações glicosídicas foi feita
através de uma busca de vizinhos no espaço tridimensional de cada um dos oxigênios
existentes nos monossacarídeos (figura 11). Para cada resíduo diferente, os oxigênios
foram encontrados e, a partir deles, foi feita uma busca por átomos próximos que
cumprissem os requisitos que seguem:

• Estar a no máximo 2 Å de distância do átomo de oxigênio;

• O número de vizinhos ser igual a dois (Já que apenas dois carbonos estão ligados
ao oxigênio em uma ligação glicosídica);

• Os dois vizinhos devem ser, obrigatoriamente, carbonos;

• Os dois vizinhos devem ser de resíduos diferentes, para evitar a seleção de átomos
do mesmo monômero.

Figura 11 – Identificação da ligação glicosídica. A partir da identificação do átomo de
oxigênio (circulado em cinza) foi feita a busca por átomos dentro de um raio de
2 Å (em laranja).

Após ter sido identificada a presença de uma ligação glicosídica, os nomes dos
átomos de carbono participantes dela foram obtidos para definir o tipo de ligação
existente entre os dois resíduos (caso os átomos fossem um C1 e um C4, era formada
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Tabela 2 – Tabela contendo os átomos presentes na definição dos diedros impróprios para os
diferentes centros anoméricos.

Centro Anomérico Definição do Impróprio
C1 O5-C2-O1-C1
C2 C1-C3-O2-C2
C3 C2-C4-O3-C3
C4 C3-O5-O4-C4
C5 C4-O5-C6-C5

uma ligação 1-4). A partir disso, todos os resíduos que fossem considerados ligados e
que pertencessem à mesma cadeia (identificada por uma coluna contendo uma letra
maiúscula no arquivo PDB), eram considerados uma única molécula e eram salvos em
um novo arquivo. Caso não houvesse ligação entre dois monômeros e eles não possuíssem
o mesmo número de resíduo, eles eram considerados monossacarídeos isolados e eram
armazenados em novos arquivos distintos. Esse processo foi realizado para cada um
dos arquivos criados na etapa anterior (cujo nome continha "_carbo"). Além disso, o
número de monômeros que compunha cada molécula de carboidrato foi obtido realizando
a contagem dos diferentes números de resíduos de uma mesma cadeia presentes em
uma mesma molécula. Para cada resíduo identificado, era somada uma unidade a uma
variável contadora e, após percorrido todo o arquivo, esse número era salvo no nome do
arquivo a fim de elucidar o número de monossacarídeos que haviam nele. O nome dos
arquivos gerados nessa etapa era composto pelo código PDB, a cadeia a qual pertencia
a molécula e o número de monômeros que a compunha.

Ademais, para distinguir entre ligações alfa (α) ou beta (β), a estereoquímica
relativa do carbono anomérico e do estereocentro do C5 foram obtidas realizando o
cálculo de diedro impróprio de cada uma dessas posições. Partindo de uma ordem idêntica
dos átomos na definição dos dois impróprios a serem calculados e realizando os cálculos
com a função "calc_dihedral" do BioPDB, pôde-se comparar os valores resultantes. No
caso de diedros impróprios de estereocentros, existem duas possibilidades: possuir um
valor positivo ou um valor negativo, o que difere é a posição do substituinte em relação
ao plano do anel do monômero. Caso os dois centros possuíssem o mesmo valor de
ângulo de diedro impróprio, isto é, tanto o substituinte do carbono anomérico (C1)
quanto o do C5 estão em um mesmo lado, em relação ao plano do anel, a ligação
realizada por esse monossacarídeo (caso houvesse) era considerado uma β-ligação. Se
os valores fossem opostos, no entanto, era considerado uma α-ligação. A definição dos
diedros utilizados nessa etapa estão descritos na tabela 2.
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4.1.4 Cálculo dos Ângulos Diedrais

Buscando aumentar a informação sobre a estrutura de carboidratos, os ângulos
diedrais (phi:φ, psi:ψ e ômega:ω) adotados por diferentes tipos de ligações glicosídicas e
entre diferentes monômeros foram avaliados. Para a medição de cada ângulo, partindo
das ligações glicosídicas previamente identificadas, os átomos que compunham a ligação
deviam ser inequivocadamente selecionados. Utilizando os átomos de carbonos previ-
amente identificados como componentes da ligação glicosídica entre dois monômeros,
uma busca por átomos vizinhos desses carbonos foi realizada, a fim de obter os átomos
restantes para compor os diedros a serem calculados. Nessa busca, realizada com um
raio de 2 Å, a seleção do átomo a ser considerado parte do diedro era regida pelo número
do carbono de qual a varredura partia. Caso o carbono inicial fosse um C1, o átomo a
ser adicionado na composição do diedro era o O5. No entanto, partindo-se de um C4,
por exemplo, o átomo a ser incorporado no diedro seria um carbono cuja numeração
fosse menor, nesse caso o C3. Os diedros considerados, tanto para φ quanto para ψ e ω,
dos principais tipos de ligações glicosídicas estão descritos na tabela 3.

Em seguida, o conjunto de coordenadas no espaço cartesiano de cada um dos
átomos que compunham os diedros foi recuperado do arquivo PDB criado no passo
anterior. Em posse das coordenadas, o cálculo do ângulos diedrais para cada uma das
ligações glicosídicas foi realizado utilizando, também, a função "calc_dihedral", que
toma como argumentos o conjunto de coordenadas (X, Y, Z) de quatro átomos. Os
valores resultantes dessa medição foram separados de acordo com o tipo de ligação
glicosídica. Por exemplo, os valores de ângulos para uma ligação α(1→ 4) (previamente
identificada pelas etapas anteriores), foram separados de ângulos obtidos para ligações
β(1→ 4). Ademais, dentro de cada tipo de ligação, diferentes populações de conjuntos
de valores de ângulos diedrais foram identificadas, baseado na distribuição dos valores
de φ, ψ e ω. Outliers foram identificados pelo método de intervalo interquartil e foram
removidos de análises futuras.

4.1.5 Separação de Monossacarídeos

Tendo em vista a realização da medição das coordenadas de puckering sobre os
anéis de carboidratos, a separação de cada um dos monômeros em arquivos distintos
fez-se necessária. Nessa etapa, cada anel monossacarídico foi separado em novos arquivos
distintos, possibilitando que o cálculo de puckering fosse realizado em um único anel de
6 membros de cada vez. Partindo dos arquivos criados no passo de "Identificação de
Ligações Glicosídicas e Separação de Diferentes Cadeias", que continham uma única
molécula de carboidrato por arquivo, um script percorria cada átomo de cada arquivo e
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Tabela 3 – Tabela dos átomos, bem como a ordem, dos diedros utilizados para fazer a
medição de φ, ψ e ω para cada ligação.

Ligação φ ψ ω
1→1 O5-C1-O1-C1’ C1-O1-C1’-O5’ -
1→2 O5-C1-O1-C2’ C1-O1-C2’-C1’ -
1→3 O5-C1-O1-C3’ C1-O1-C3’-C2’ -
1→4 O5-C1-O1-C4’ C1-O1-C4’-C3’ -
1→6 O5-C1-O1-C6’ C1-O1-C6’-C5’ O1-C6’-C5’-O5’
3→3 C2-C3-O3-C3’ C3-O3-C3’-C2’ -
4→4 C3-C4-O4-C4’ C4-O4-C4’-C3’ -

Átomos marcados com um ’ pertencem ao próximo resíduo.

separava-os de acordo com o número do resíduo, selecionando átomos com o mesmo
número de resíduo e salvando-os em um novo arquivo. Por exemplo, no caso de um
arquivo contendo um dissacarídeo de α-glicose (GLC com o número de resíduo 500 e
β-galactose (GAL, com o número de resíduo 501), um novo arquivo contendo apenas
átomos com a tag "GLC"e outro contendo apenas átomos com a tag "GAL"seriam
criados.

4.2 Cálculo do Puckering de Monossacarídeos
Para avaliar a conformação de cada resíduo de carboidrato, dado que a conforma-

ção preferida e o grau de distorção do anel variam de monômero para monômero, uma
etapa de cálculo das coordenadas de puckering [31] foi aplicado. Esse passo foi realizado
utilizando uma versão adaptada do script desenvolvido por Hill et al. [83]. Após a
separação de todos monossacarídeos de todas as cadeias em arquivos separados, os
átomos que formam o anel piranosídico foram obtidos a partir da busca pelos nomes de
átomos correspondentes no arquivo PDB em uma ordem pré-definida (O5, C1, C2, C3,
C4, e C5), para que as coordenadas de puckering (θ, φ and Q) [31] de cada anel fossem
medidas. Para cada arquivo contendo apenas um monossacarídeo, o nome do resíduo
foi obtido a partir da tag presente em seus átomos, a fim de agrupar os resultados das
medições por monômero.

4.3 Metadinâmica
Na tentativa de obter as superfícies de energia livre tanto de diferentes dissacarí-

deos, quanto de diferentes conformações de monossacarídeos, cálculos de metadinâmica
foram realizados sobre diferentes sistemas. O pacote GROMACS 5.1.4 em conjunto com
o pacote PLUMED 2.4 [84], foram utilizados para realizar os cálculos. Assim como em
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simulações de dinâmica molecular (DM), é necessário algumas etapas de preparação dos
sistemas antes que sejam executados, de fato, as etapas de equilibração e produção. Para
a descrição dos parâmetros físico-químicos das moléculas estudadas, foi empregado o
campo de força GROMOS53a6GLYC [75]. O modelo de água utilizado para solvatar as
caixas dodecaédricas foi o SPC/E [85] na presença de condições periódicas de contorno.
As minimizações de energia foram conduzidas com o algoritmo de Steepest Descent
até que houvesse uma diferença de energia desprezível entre os passos do cálculo. O
tratamento eletrostático escolhido foi o PME. Os comprimentos das ligações covalentes
foi fixado pelo método de Lincs [86], permitindo a aplicação do tempo de integração de
2 fs.

Na etapa de equilibração do sistema, aplica-se uma força de restrição sobre
a molécula de interesse, permitindo que as demais moléculas do sistema (em ambos
os casos apenas moléculas de água) orientem-se gradualmente. Duas simulações de
equilibração foram realizadas sobre os sistemas: uma com um ensemble canônico (volume
e temperatura constantes - NVT) para permitir o ajuste adequado da temperatura do
sistema e outra com um ensemble isobárico-isotérmico (pressão e temperatura constante
- NPT) para permitir o ajuste adequado da densidade e o pressão do sistema. A força
de restrição aplicada às biomoléculas como penalidade energética, a fim de restringir
o movimento, foi de 1000 kJ/mol para o NVT e de 500 kJ/mol para o NPT. Ambos
passos de equilibração foram simulados por 1 ns, em todos os sistemas.

Após essa etapa, é realizada a etapa de produção (também em NPT), quando
ocorre a coleta dos resultados de perfil de energia livre. Nessa fase, os sistemas completos
tem seu movimento irrestrito, sendo retirada a força de restrição anteriormente imposta,
permitindo analisar sua dinâmica. Para isso, os sistemas de dissacarídeos foram simulados
por 200 ns e os de monossacrídeos por 100 ns, permitindo uma completa descrição do seu
perfil energético. O acoplamento de temperatura utilizado foi o termostato V-rescale [87]
em todas as etapas, mantendo a temperatura dos sistemas em 298 K. O algoritmo de
acoplamento de pressão utilizado foi o barostato Parrinello-Ramham [88,89].

4.3.1 Ângulos Diedrais de Dissacarídeos

Nas simulações de metadinâmica dos sistemas de dissacarídeos, foram utilizados
os átomos dos diedros da ligação glicosídica (φ e ψ) como variáveis coletivas (collective
variables - CV). Cada simulação foi realizada por 200 ns com uma Gaussiana de altura
1,2 e um σ (largura) de 0,35. As superfícies de energia livre para os pares de ângulos
foram obtidas aplicando o comando sum_hills, presente no pacote PLUMED [84]. O
erro atrelado a cada uma das CVs foi calculado utilizando análise da média de blocos
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ao longo das simulações e foi insignificante.

4.3.2 Puckering de Monossacarídeos

Nas simulações de metadinâmica dos sistemas de monossacarídeos, foram utiliza-
das as coordenadas de puckering dos anéis de 6 membros de cada um dos monossacarídeos
simulados como variáveis coletivas. O pacote PLUMED permite utilizar as coordenadas
θ, φ e Q como CVs, bastando apenas definir os átomos que compõe o anel do carboidrato.
Dessa forma, a cada variação das posições dos átomos, o programa realiza o cálculo das
coordenadas, bem como o valor de energia livre atrelado a elas. Nesse trabalho, foram
utilizados apenas os ângulos θ e φ como variáveis. Cada simulação foi realizada por 100
ns com uma Gaussiana de altura 0,5 e um σ (largura) de 0,1. As superfícies de energia
livre para os pares de ângulos foram obtidas aplicando o comando sum_hills, presente
no pacote PLUMED [84]. O erro atrelado a cada uma das CVs foi calculado utilizando
análise da média de blocos ao longo das simulações e foi insignificante.

4.4 Seleção Automatizada de Potenciais de Torcionais
No desenvolvimento do programa que seleciona o potencial torcional mais ade-

quado a diferentes hexopiranoses, o fluxo de trabalho empregado está ilustrado na figura
12. As proporções conformacionais dos casos em que o presente programa foi testado
foram obtidas a partir de trabalhos experimentais previamente conhecidos [20]. Os
diedros selecionados como responsáveis pela flexibilidade dos anéis monossacarídicos
eram conhecidos a partir do trabalho de desenvolvimento do GROMOS53a6GLYC [75],
um conjunto de parâmetros que representam o comportamento de carboidratos em meio
biológico, incluindo potenciais torcionais que descrevessem esses diedros. As informações
de proporções conformacionais experimentais e o conjunto de potenciais torcionais a
serem ajustados foram repassados ao programa que realiza a seleção a partir da execu-
ção de um algoritmo genético não-canônico em conjunto com simulações de dinâmica
molecular.

4.4.1 Implementação do Algoritmo Genético

Para implementação do algoritmo genético não-canônico, visando fazer uma
seleção de potenciais torcionais de monossacarídeos, seguiu-se a lógica do pseudo-código
presente na figura 12.

Valores gerados aleatoriamente, dentro de um intervalo de -10 a 10, foram os
indivíduos usados inicialmente na execução do algoritmo genético. Cada indivíduo era
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Figura 12 – Fluxograma da lógica empregada no desenvolvimento do programa de seleção
automatizada de potenciais torcionais juntamente com o pseudo-código da
implementação de algoritmo genético utilizada.

composto por apenas um valor dentro dos limites descritos e cada geração era composta
por 16 indivíduos. Eles representavam diferentes valores de barreira energética atrelado
aos potenciais torcionais utilizados para descrever os diedros, que seriam otimizados.
Após a geração dos primeiros indivíduos, cada novo valor de barreira energética passou
por uma etapa de dinâmica molecular (descrita na próxima seção). Tendo a trajetória
das moléculas de interesse durante a fase de produção, foram realizados cálculos das
coordenadas de puckering segundo Cremer-Pople [31].

A partir dos valores das coordenadas de puckering (θ e φ) ao longo da dinâmica,
foi possível calcular a distribuição desses valores durante o tempo de execução e,
portanto, obter a proporção de conformações das biomoléculas simuladas. Esse valor de
proporções conformacionais era então comparado ao valor experimental, previamente
conhecido. A comparação entre os valores experimentais e os simulados atuava como a
função de fit do algoritmo genético. O indivíduo que mais se aproximasse da proporção
experimental era armazenado como o melhor e era passado para a próxima geração de
indivíduos. A geração de novos indivíduos foi dividida em três castas:
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• Os melhores 20% dos indivíduos eram mantidos e repassados à próxima geração;

• 30% dos indivíduos eram gerados a partir do cruzamento dos 20% melhores com
os 50% piores;

• Os 50% menos próximos eram gerados novamente aleatoriamente, da mesma
maneira que foram gerados os indivíduos iniciais.

Essa divisão em castas visa popular adequadamente o espaço amostral, evitando
que o algoritmo fique restrito a um mínimo local. Por fim, após a criação da segunda
geração de indivíduos, o programa realiza novamente os passos descritos anteriormente,
substituindo o melhor indivíduo, caso haja algum que melhor represente os dados
experimentais. No presente trabalho, o número de gerações utilizado como limitante
para a execução do algoritmo genético foi de 50. Após isso, o melhor indivíduo era
retornado, juntamente com as proporções observadas durante a sua dinâmica molecular,
bem como a convergência dos valores dos indivíduos, a fim de observar se houve, ou
não, a restrição a um mínimo local.

4.4.2 Dinâmica Molecular

As simulações de dinâmica molecular realizadas na execução do algortimo gené-
tico, também passaram por etapas de preparação do sistema, equilibração e produção.
O pacote GROMACS 5.1.1 foi utilizado para realizar esses processos e, assim como na
seção anterior, o campo de força empregado para descrever o correto comportamento
físico-químico das moléculas estudadas foi o GROMOS53a6GLYC [75]. Para a solvatação
das caixas de simulação dodecaédricas foi utilizado o modelo de água SPC/E [85] com
a presença de condições periódicas de contorno. As minimizações de energia foram
conduzidas com o algoritmo de Steepest Descent até que houvesse uma diferença de
energia desprezível entre os passos do cálculo. O tratamento eletrostático escolhido foi
o PME. Os comprimentos das ligações covalentes foi fixado pelo método de Lincs [86],
permitindo a aplicação do tempo de integração de 2 fs.

Nas simulações de equilibração do sistema aplicou-se uma força de restrição de
1000 kJ/mol durante a fase NVT e uma força de 500 kJ/mol na fase NPT. Ambas as
fases de equilibração foram simuladas por 100 ps. Tendo em vista a grande quantidade
de simulações de dinâmica molecular a serem executadas e visando a agilidade da
execução do programa, na etapa de produção os sistemas foram simulados por 1 ns
(hexopiranoses) e 5-10 ns (ciclohexano e seus derivados). O acoplamento de temperatura
utilizado foi o termostato V-rescale [87] em todas as etapas, mantendo a temperatura
dos sistemas em 298 K. O algoritmo de acoplamento de pressão utilizado foi o barostato
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Parrinelo-Ramhan [88, 89]. Nos sistemas simulados de ciclohexanos e seus derivados
foram mantidos os mesmos parâmetros, exceto pela diferença entre os solventes utilizados
que, nesse caso, foi o Triclorifluormetano (CFCl3).
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5 Resultados

Os resultados presentes nessa dissertação foram divididos nos seguintes capítulos:

I Análise das estruturas de carboidratos depositadas no PDB

Felipe Nepomuceno, João Luiz Meirelles, Jorge Peña-García, Ricardo Rodríguez
Schmidt, Horacio Pérez-Sánchez & Hugo Verli: Current status of carbohydrates
information on Protein Data Bank

Nesse capítulo, redigido em formato de manuscrito pronto para a submissão, são
analisadas as estruturas de carboidratos disponíveis no maior banco de dados
estruturais da atualidade, bem como a representatividade do campo de força
desenvolvido pelo grupo sobre os dados experimentais.

II Ajuste de potenciais torcionais utilizando algoritmo genético

Nessa seção da dissertação é abordado o ajuste dos potenciais torcionais de aldohe-
xopiranoses, previamente desenvolvidos pelo grupo, através da aplicação conjunta
de um algoritmo genético não-canônico e simulações de dinâmica molecular.
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5.1 Capítulo I: Análise das estruturas de carboidratos deposita-
das no PDB
Nesse capítulo foi feita a análise das estruturas cristalizadas depositadas no

Protein Data Bank (PDB) contendo carboidratos, a fim de obter uma maior informação
sobre a dinâmica e estrutura dessas moléculas que são um dos maiores desafios da biologia
estrutural. O trabalho aborda a qualidade das estruturas depositadas, a abundância de
estruturas contendo cada monômero e os níveis de complexidade, além de análises de
ângulos diedrais de ligações glicosídicas (φ e ψ) e medições de estados conformacionais
de cada monossacarídeo através das coordenadas de puckering de Cremer-Pople (θ
e φ) [31]. Ademais, comparações entre os dados experimentais e dados obtidos por
simulações amostrando a superfície de energia livre (utilizando o conjunto de parâmetros
desenvolvido pelo grupo: GROMOS53a6GLYC [75]) dos ângulos diedrais e coordenadas
de puckering também foram realizadas.

Os resultados desse trabalho serão apresentados em formato de artigo que será
submetido ao periódico Journal of Chemical Information and Modeling.
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Abstract

Carbohydrates are well known for their physico-chemical, biological, functional and

therapeutic characteristics. Unfortunately, their chemical nature impose severe chal-

lenges for the structural elucidation of these phenomena, impairing not only the depth

of our understanding of carbohydrates, but also the development of new biotechno-

logical and therapeutic applications based on these molecules. In the recent past, the

amount of structural information, obtained mainly from X-ray crystallography, has in-

creased progressively, as well as its quality. In this context, the current work presents

a global analysis of the carbohydrate information available on the entire Protein Data

Bank. From high quality structures, it is clear that most of the data is highly con-

centrated on a few set of residue types, mainly on their monosaccharidic forms. The

geometries adopted by glycosidic linkages can be mostly associated to the types of

linkages instead of residues, while the level of puckering distortion was characterized,

quantified and located in a pseudorotational equilibrium landscape - not only to local

minima, but also to transitional states. These qualitative and quantitative analyses

offer a global picture of carbohydrate structural content on PDB, potentially support-

ing the building of new models for carbohydrate related biological phenomena at the

atomistic level, including new developments on force field parameters.
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Introduction

Amongst biological macromolecules, carbohydrates (often referred to as glycans) are the most

abundant ones in nature, differing from the other biomacromolecules in several properties;

for example, they can be highly branched and their composing units can be linked to each

other by different linkage types. Moreover, carbohydrates have hundreds of monomeric units

in nature, a much more complex chemical space when compared to the 20 amino acid residues

found in proteins and 5 the nitrogen bases found in nucleic acids.1–3 Monosaccharides (sugar

monomers, their simplest unit) have different configurations (D and L), pseudo-rotational

equilibrium, and anomeric states.2,4 In addition, carbohydrates can be organized in polymeric

chains, oligosaccharides and polysaccharides, adding glycosidic linkages as another level for

their structural information diversity, including linkage types, such as α-(1-4) and β-(1-2) and

glycosydic bond dihedral angles (φ, ψ and ω).2 These characteristics contribute for the broad

spectrum of structures and conformations on carbohydrates, enabling them to play several

roles in living organisms, many related to protein glycosylation, such as immune defense

response, cell signaling, protein folding and cell trafficking, among others.5 Additionally,

polysaccharides can be employed as energy storage units (glycogen and starch), as well as

structural components, such as cellulose in plants and chitin in arthropods.6

On the Protein Data Bank (PDB),7 the level of resolution and the accuracy of anno-

tation of carbohydrate-containing entries varies widely.8 The amount of information and

experimental data regarding carbohydrates structure and/or composition varies depending

on the type of carbohydrate (that is, mono-, oligo- and polysaccharides, glycosaminoglycans,

glycoproteins or other glycoconjugated compounds), the large number of isomers and con-

formers, the complex interplay between the different driving forces affecting the populations

of conformers at equilibrium and the difficulty in extracting unambiguous information from

experimentally derived databases.9 X-ray crystallography, the main methodology employed

to resolve structures deposited on the PDB, does not work well in highly flexible systems

since it requires regular crystals, and only a few underivatized oligosaccharides crystallize.

3
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In short, the structural complexity of the glycan chains, their microheterogeneity, flexibil-

ity, and the non-availability of these compounds in sufficient quantities have hindered their

structural studies,10 whereas a more detailed understanding of the dynamics of saccharidic

structures in solution remains a challenge.11,12

Concerns about the accuracy of carbohydrate containing crystallographic structures were

previously raised by different authors.13–15 When such small molecules are present in macro-

molecular structures, they are often reported with stereo- and regiochemical errors and in

unlikely conformations.16 Although conformational distortions may reflect interactions tak-

ing place in a complex,17 they may also reflect erroneous annotation of these molecules. This

results in a poor chemical understanding and a lack of appropriate stereochemical restraints

in refinement, often against low-resolution data.18 Furthermore, in contrast to proteins or

nucleic acids, there is no standard nomenclature for carbohydrate residues within the PDB-

format files.19 In this format, the residue nomeclature is determined by only three letters,

which is enough for the 20 amino acid residues that compose proteins, but not to encode

hundreds of different monosaccharides. Therefore, the abbreviations used to represent these

molecules are often not related to the common residue name.8 Other than that, in some

cases, entire carbohydrate chains (oligosaccharides and glycoconjugates) are represented by

the same three letter code, even though they are composed by different monomers. For

example, the residues GAL (β-galactose) and BGC (β-glucose) are under the residue LAT

(β-lactose) in PDB entries, as components of lactose,8,20 creating difficulties to clearly iden-

tify and quantify specific structural information for residues and glycan chains.

So considering the continuous increase in the amount and quality of PDB structural

information, the biological relevance of carbohydrates as well as their particular structural

features, the current work aims to obtain a state of the art characterization of saccharidic

PDB structural information landscape taking in to account, for high resolution structures:

a) residue name lack of uniformity; b) glycosidic linkage errors; c) correction of atom num-

bering to IUPAC standards; d) measurement of each glycosidic dihedral linkage angles; e)
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evaluation of the degree of puckering in each residue; f) location of both experimental glyco-

sidic linkages and puckering within molecular mechanics energy surfaces from metadynamics.

We understand that, by analyzing the extracted data, it is possible to obtain a clearer un-

derstanding of the conformational space of these molecules, so potentially impacting our

comprehension of their biological roles and aiding in force field parameterization, modelling

and drug design endeavours.

Results and discussion

PDB Overview

Starting from the data obtained by downloading the entire PDB, at first, the total number

of files was about 140,000. This number, after selecting only those entries containing an

identifier for carbohydrates, has dropped to around 10,000, representing 7% of the whole

structural information deposited in the database. Even though one fifth of the proteins

in nature are expected to be glycosylated,21 a significant lack of representativeness can be

observed in the main repository for biomacromolecules 3D structures. While the difficulty to

crystallize conformationally flexible molecules is known,22 it does impair our understanding

of carbohydrates biological roles from the structural perspective. Still, in each of those

entries more than one glycan chain, conformation or configuration could be present, as they

were only separated by the PDB ID. So the level of carbohydrates structural information is

larger than the PDB representativeness of glycans in nature.

Moreover, the quality of the information in these 10,000 files could impair the informa-

tion extracted from them. Aiming to obtain a clear picture of high quality carbohydrates

structural information, an evaluation of the resolution of these structures was performed

(figure 1). Accordingly, the majority of the information had resolution lower than 1.5Å, the

length of a covalent carbon-carbon bond applied as a resolution filter in the current work.

This filtering returned only 7.2% of the glycan containing entries, which comprises only 0.5%
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of all entries found in the PDB.

Figure 1: Resolution distribution of the carbohydrate containing entries obtained from the
Protein Data Bank (PDB). Number of entries deposited in a given resolution interval.

After filtering for the molecules of interest and for the appropriate resolutions, the carbo-

hydrate chains comprised in the models were separated from anything that was not a glycan

(protein atoms, co-factors, ions, other synthetic molecules and etc). Furthermore, each indi-

vidual carbohydrate chain in a same entry was also separated meaning that, if an entry had

three independent lactose molecules, they were considered as three distinct chains increasing,

as a consequence, the amount of structural information available for analysis. This was also

performed for cases where there were different conformations for a set of atoms in a given

carbohydrate residue. The total number of files generated after this separation step was of

1,755 files containing a single glycan chain, with variable sizes.

The number of occurrences of each monosaccharide in the PDB entries was, then, as-

sessed (table 1), including both anomeric states (α and β) in the same residue. In this case,

the ’Count’ column represents the number of files in which the monomer is encountered at
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least once, either isolated or complexed. The two most abundantly found monosaccharide

residues in the PDB structures are N-Acetyl-D-Glucosamine (NAG/NDG) and D-Glucose

(GLC/BGC) residues. While NAG is present in the majority of eukariotes protein glyco-

sylation backbones,23 hence its elevated presence in the database, GLC/BGC are known

to be the most abundant monosaccharides in nature,24 being present in a wide variety of

organisms and carbohydrate molecules.

Table 1: Most abundant monosaccharides in structures the deposited on the PDB.

Name Count
N-Acetyl-D-Glucosamine 590
Glucose 539
Galactose 370
Mannose 322
Fucose 164
Xylopyranose 57
Other Molecules 388

For each of the residues ’Count’ indicates the total number of structures with a resolution of

1.5Åor higher, in which a given residue is found at least once. The α and β configurations are

presented together within the same monosaccharide.

In order to evaluate the amount of oligo- and polysaccharides in the crystal structures,

the size of their chains was measured, based on their number of monomeric units (table 2).

Accordingly, isolated monosaccharides represent 64% of the structures, and small oligosac-

charides sum a total of about 30%. The information regarding these molecules, therefore, is

highly concentrated, not only in a few types of monosaccharides, but also in lower levels of

complexity.
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Table 2: Length of glycan chains found in PDB by relative abundance.

Size Quantity Percentage
Monosaccharide 1036 64.1%
Disaccharide 224 13.9%
Trisaccharide 184 11.4%
Tetrasaccharide 80 5.0%
Pentasaccharide 45 2.8%
Hexasaccharide 16 1.0%
Heptasaccharide 20 1.2%
Eight or more 10 0.6%

Glycosidic linkage information

Having the separated files, each one containing a single carbohydrate chain, the glycosidic

linkage information was then assessed and quantified (figure 2). The bond that showed to

be the most recurrent was the β(1 → 4), with the most abundant occurrence of connected

saccharides being two NAG (N-Acetyl-β-D-Glucosamine) residues, followed by a BGC (β-

D-Glucose) disaccharide. The former type of linkage is a common structural element found

in numerous carbohydrate structures, including plant cell walls25 and insect exoskeletons,26

and it is in the common core oligosaccharide in N-linked glycoproteins.27

Due to the high number of rotational degrees of freedom in oligo- and polysaccharides, the

characterization of their the conformational properties could represent a key step to estab-

lish conformational-function relations.28 Moreover, different types of linkages and different

monomers composing the linkage lead to distinct patterns of glycosidic torsional dihedral

angles,29,30 adding to the complexity of these polymers. To aid in the comprehension of

these torsional angles, the values of the dihedral angles φ and ψ of each individual glycosidic

linkage were measured and grouped by linkage type. Additionally, for some of the linkages

more than one population of φ or ψ angles was observed and, accordingly, grouped separately

(table 3). We then compared these crystallographic geometries to metadynamics simulations

using GROMOS53a6GLYC set of parameters31(figure 3).

The most abundant glycosidic linkage on the PDB, the β-(1→4) (figures 3A, 3B and 3C),
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Figure 2: Distribution of the type of glycosidic linkages on the PDB. Each linkage shows
the most recurrent connected residues. Absolute numbers: β(1 → 4): 638; α(1 → 3): 172;
α(1→ 4): 159; α(1→ 2): 129; α(1→ 6): 108; β(1→ 3): 88; Other: 26.
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Figure 3: Overlap of Free-Energy Landscapes (FEL) obtained by metadynamics simulations
of different disaccharides and Ramachandran plots obtained from the PDB measurement
of dihedral angles. The black dots represent the measured dihedral angle values of the
simulated disaccharide, while the magenta dots represent the values of other disaccharides
with the same bond type.
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is mostly explained by disaccharides formed by N-Acetyl-β-Glucosamine (35%), β-Glucose

(19%) and β-Man-(1→4)-GlcNAc (12%), corresponding to about 2/3 of the conformational

information around this linkage. Its geometry is highly concentrated around φ = −80◦

and ψ = 115◦ (table 3), encompassing more than 90% of this linkage geometry, the main

minimum energy region at the western-northern quadrant of the associated free-energy land-

scape (figure 3). These values are similar to those obtained from experimental data, being

φ = −88◦ and ψ = 99◦ (NMR32,33) and φ = −76◦ and ψ = 108◦ (X-ray crystallography29,33).

Still, some geometries may be found in less favourable or even transitional states (such as

PDB ID: 5ELD,34 5ELC34 and 4WZK35) suggesting specific conformational stabilization at

crystallographic complexes.

The third most abundant glycosidic linkage on PDB, α-(1→4), represents about 25%

of the amount of conformational information for the β-(1→4)(table 3), in an example of

the limitation of carbohydrates experimental structural information. Within such small

chemical space, more then 50% is related to α-Glucose disaccharides, highly concentrayed

on the eastern-nothern quadrant of the free-energy landscape (figure 3).

From the observation of the experimental geometry for these linkages (table 3 and figure

3), two main aspects could be highlighted: i) conformational information on carbohydrates

glycosidic linkages is also highly concentrated and, in most types of linkages, imposing se-

vere limitations for an experimental support to describe most types of connections between

carbohydrates; ii) while possibly associated to a limited amount of data, conformational

preferences are mainly associated to the linkage type rather then to the connected residues,

whereas some small conformer populations seem to appear for specific residue compositions.

While the first case impairs an experimental support to carbohydrates modelling or de-

velopment of probability functions for stochastic search methods,36 the second observation

indicates that higher amounts of experimental data might be not pivotal to obtain reliable

carbohydrate models, at least by quantum mechanics or molecular mechanics.

In this sense, these conformational preferences have been observed by both computational
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Table 3: Glycosidic dihedral angles φ and ψ populations average values.

φ ψ ω
Average (◦) Count Average (◦) Count Average (◦) Count

α(1→ 1) Pop 1 74.3 1 67.6 1 - -

α(1→ 2)
Pop 1 86.5 ± 15.4 72 115.1 ± 31.7 82 - -
Pop 2 -75.2 ± 17.5 51 -90.6 ± 13.1 40 - -

α(1→ 3)
Pop 1 75.1 ± 10.5 78 -108.2 ± 24.6 135 - -
Pop 2 -75.2 ± 9.5 55 60.6 ± 7.8 20 - -
Pop 3 -167.1 ± 12.8 19 - - - -

α(1→ 4)
Pop 1 95.7 ± 15.9 129 119.1 ± 14.8 120 - -
Pop 2 -73.9 ± 5.3 22 -105.8 ± 30.0 29 - -

α(1→ 6)
Pop 1 70.8 ± 10.3 72 177.7 ± 15.9 70 -63.6 ± 9.3 63
Pop 2 -65.4 ± 11.0 25 95.7 ± 22.2 21 72.8 ± 20.3 41
Pop 3 - - -117.5 ± 2.1 15 - -

β(1→ 1)
Pop 1 -150.1 ± 23.5 6 -152.0 ± 9.6 8 - -
Pop 2 167.2 ± 6.6 5 170.8 ± 9.0 4 - -

β(1→ 2)
Pop 1 87.0 ± 23.0 2 83.6 ± 52.9 3 - -
Pop 2 -76.7 ± 5.7 2 -93.6 1 - -

β(1→ 3)
Pop 1 -77.8 ± 12.8 80 -122.6 ± 20.1 85 - -
Pop 2 119.4 ± 37.9 4 - - - -

β(1→ 4)
Pop 1 -79.5 ± 12.0 609 115.8 ± 17.1 588 - -
Pop 2 95.3 ± 10.1 21 -90.5 ± 24.8 44 - -

β(1→ 6) Pop 1 70.4 ± 13.4 4 148.3 ± 33.3 6 -85.2 ± 16.3 6
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methods28,30 and limited amount of experimental information in different levels of resolution

or variation ranges. As a general feature, the average value of φ for α-linked glucose-based

disaccharides was observed to be around [60◦:100◦], while for β-linked disaccharides around

[-90◦:-60◦], both regions commonly associated to main energy minima in the free energy

landscapes for glycosidic linkages and strongly related to the exo-anomeric effect.37 The ψ

angle, however, has a much more heterogeneous behaviour, which could account for the dif-

ferences between crystallographic and simulated data, due to the different chains, conditions

and processes in which the experimental data was obtained. In this sense, the data presented

here offer a precise and quantitative measurement based on the majority of the currently

available experimental information for linkages between carbohydrate residues.

Puckering

Since the 70’s38 different approaches were developed to quantitatively measure the level of

distortion of carbohydrate residues.39,40 Such developments may be interconnected to the

recognition of unusual conformational states as important to several biological phenomena,

such as glycosidic linkage hidrolysis41,42 and biological roles performed by glycosamiogly-

cans.43 Also, when evaluating the pseudorotational space of carbohydrates, the crystal res-

olution could highly impact any analysis, as subtle conformational differences could be lost

in middle to low resolutions. Accordingly, we employed Cremer-Pople puckering coordinates

measurement38 on carbohydrate structures with 1.5Å or higher resolution to obtain a fine

characterization of the puckering information on PDB, which could in turn contribute to the

understanding of these no-chair conformations to biological phenomena.

Globally, the analysis of the puckering from the most abundant monosaccharide residues

(table 4) clearly indicates that conformations distant from the global minima (1C4 or 4C1)

are rare, from 1.5 to 6.7% of the PDB, depending on the type of the residue. These num-

bers are directly correlated to the resolution of the PDB entry, and can increase up to 6.5

fold when structures with resolutions lower than 1.5Å are considered. Such dependence on
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the resolution was expected, but not objectively measured neither quantified to our knowl-

edge, and offer a warning to inferences of the biological relevance of non-chair conformations

depending on the experimental data quality.

Table 4: θ angle averages at ideal chair conformation and at distorted conformations for
each of the most abundant monosaccharides.

Ideal Conformation Other Conformation Deviation From Ideal Conformation (%)

Monosaccharides Average (◦) Count Average (◦) Count Resolution <1.5 Å Resolution >1.5 Å
N-Acetyl-D-Glucosamine 7.4 ±4.6 892 63.2 ± 22.3 31 3.3 10.9

D-Glucose 7.6 ± 4.7 565 58.6 ± 26.4 34 5.7 9.5
D-Mannose 7.1 ± 4.8 471 65.9 ± 36.7 32 6.4 15.4
D-Galactose 6.7 ± 3.8 272 46.0 ± 24.2 4 1.4 6.0

L-Fucose 174.8 ± 3.5 221 93.6 ± 43.4 7 3.1 19.9
D-Xylopyranose 6.8 ± 3.5 180 96.6 ± 40.3 13 6.7 11.1

Monosaccharide rings have two main minima (4C1 and 1C4) and several local minima or

transitional states (Boat, Skew-Boat, Envelope, Half-Chair).44 For instance, these multiple

conformations have been suggested to play an essential role in the hydrolysis of glycosidic

linkages by glycoside hydrolases (or glycosidases);45 when the hexopyranosidic ring undergoes

certain conformational changes, the glycosidic oxygen atom is placed near the acid/base

catalytic residue.41,46 Given that, the observed transitional conformations in figure 4 (above

the black line), are potentially induced or selected conformational states upon interaction

with proteins and enzymes, rather than experimental errors of the deposited structures in

the database (considering the cut-off of 1.5Å employed in our analyses).

Aiming to locate these experimental conformations to points at their free-energy land-

scape (FEL), metadynamics simulations of the uncomplexed residues were performed and

the results supperimposed to the conformations found in the PDB (figure 5). Accordingly,

most conformations are in the global minima, whereas conformations are found at local

minima or at transitional states. For instance, one of the energy minima found in the N-

Acetyl-D-Glucosamine (figure 5A) corresponds to a 1,4B conformation, which was pointed

out previously to be induced by chitinases.47,48

For Glucose (figure 5B), local minima corresponding to 1S3 conformation can be observed,

as well as the pathway leading to that minima (passing through E3,
4H3 and E4 conforma-
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Figure 4: θ puckering coordinate values of the six most abundant monosaccharides found in
the PDB. The region between θ=0◦and θ=26◦(except for L-Fucose where it is θ=154◦and
θ=180◦) delimited by the horizontal line shows the most stable conformational space for
each molecule. Representative chair and non-chair conformations are shown besides each
case, to illustrate the ring distortion. (A) N-Acetyl-D-Glucosamine (B) D-Glucose (C) D-
Mannose (D) D-Galactose (E) L-Fucose (F) D-Xylose. In every case, the alpha and beta
conformations are considered together.
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Figure 5: Overlap of Free-Energy Landscapes (FEL) obtained by metadynamics simulations
of different monosaccharides and puckering coordinates values obtained from the PDB for
the most abundant monosaccharides presented in figure 4
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tions), in agreement with previous works.49,50 Another conformations as 1S5, B2,5 and OS2,

accessed as local minima by the FEL, were also related in previous works to the catalytic

processes performed by different families of enzymes.42,51 In these situations, it seems that a

conformational selection takes place, whereas other conformations in non-stationary regions

suggest a conformational induction process or a conformation particularly associated to the

original experiment.

To additionally explore the influence of the protein environment on the carbohydrates

pseudorotational equilibrium, we assessed the free energy profile in function of θ for two

different monosaccharides (α-Glucose and α-Mannose) when interacting with glycosyl hidro-

lases (PDB ID 2BHY52 and 2BY252 for α-Glucose and PDB ID 5A7V53 for α-Mannose)

compared to when free in solution (figure 6). In these situations, two different processes

seem to occur: i) the enzime does not to interfere in the monosaccharide puckering (figure

6A), and ii) the enzyme stabilizes the associated free energy landscape by up to 10kJ/mol

(figure 6B).

The conformational stabilization produced by the enzyme is evident (figure 6B), and

the experimental conformation of the monosaccharide is located in a local minima with a

minor energy stabilization (θ around 80 degrees), probably the conformation with the largest

complementarity with the enzyme active site. In the α-Glucose complexes, on the other

hand, no clear energy stabilization was observed upon complexation, which was checked for

two different crystallographic structures (figure 6A). That, added by the fact that the same

residue complexed with the same enzyme presents different levels of puckering distortion in

non-stationary states suggest more a conformation derived by hostile environment needed

for the crystallization process to take place, which can result in distortions or modifications

of the ligand molecules,16 then a conformational induction or selection promoted by the

enzyme.
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Figure 6: Free energy profile in function of θ for two monosaccharides residues while free in
solution (red line) and interacting with a target protein (green and blue lines). (A) α-Glucose
(2BHY: green line, 2BY2: blue line) (B) α-Mannose. The star mark the experimental θ value
for the residue when complexed.
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About carbohydrate related databases

The effort to unravel the information about glycobiology contained in different databases

is not recent. Other studies have been tackling this subject with different approaches. In

order to better extract the information from the PDB, given the great variety and num-

ber of errors in carbohydrate structures, Lutteke and co-workers20,54,55 have developed a

series of algorithms, that were compiled in a server called the Carbohydrate Structure Suite

(CSS). In it, the glycosidic information could be extracted more easily, given that the server

could check for the integrity of PDB-format files, identify carbohydrate structures in them,

asses torsional angles and deposit them in a torsional angles database of its own, retrieve

carbohydrate-protein vicinity interaction, among other functionalities. Although thorough,

the CSS did not presented information regarding monosaccharide ring conformations, an

important aspect when assessing carbohydrate structural information. Furthermore the in-

formation, while corrected for possible errors, does not have a resolution threshold, limiting

the precise definition of the atomic positions of each atom in the molecules.

Other two unified databases were developed in view of supplying the need for a glyco-

biology dedicated tool for assessing carbohydrates and their properties. The Carbohydrates

Structure Database (CSDB) is one of them and stores structural, bibliographic, taxonomic

and NMR, as well as other data on natural carbohydrates and their derivatives published in

the scientific literature.56 However, structural information regarding torsional angles, confor-

mational states, interaction to proteins and other aspects that are important for structural

glycobiology are not contemplated in this database.

The GlycomeDB follows a similar approach to the CSBD. Unifying the structural and

taxonomic data information of all major public carbohydrate databases, as well as carbo-

hydrates contained in the Protein Data Bank, GlycomeDB is the database with the most

comprehensive and unified resource for carbohydrate structures worldwide.57 Even though

in this work there is the addition of several taxonomy and crystallographic data from the

PDB, there is little care for the distinct errors that can be found in these structures. It

19

Capítulo 5. Resultados 65



helps to understand the structures and functions of well known carbohydrates, but when it

comes to the generation of new knowledge based on analysis and observations of systematic

structural behaviours these molecules might have, a more limited scenario is available.

Conclusions

In summary, in this work we were able to extract and analyze high quality structural infor-

mation regarding the entire content of carbohydrate structural information present in the

PDB. Accordingly, information such as monosaccharide abundance and conformations, pre-

ferred glycosidic dihedral angles and saccharidic chain size were analyzed, and could come

to aid in the development, refinement or even validation of force field parameters, aiming a

better representation of experimental observations. From the combination of experimentally

observed conformational states for hexopyranoses with studies of energy barriers and transi-

tional states pathways,58–60 the work does could support a more accurate representation of

the pseudorotational equilibrium in carbohydrate force fields, as well as the development of

more specific torsional potentials from experimental knowledge regarding the φ and ψ pop-

ulations to acknowledge distinct behaviours, one or more main conformational states and

distinct levels of flexibility2 from different types of linkages. So we expect that the obtained

data could offer new perspectives for the knowledge of carbohydrate structures based on

experimentally obtained information, which in turn could be usefull from both modelling

and biological phenomena perspectives.

Experimental

Overview

In order to perform a systematic analysis of the entire carbohydrate information on PDB

we implemented a pipeline aiming to separate entries into its multiple information units (see

20

Capítulo 5. Resultados 66



further), identify each monosaccharide even in oligosaccharide structures without monosac-

charidic content indication, identify each type of connectivity between monosaccharides,

measure dihedral angles and puckering angles.

Data retrieving and filtering

All entries within the PDB were downloaded in 28 of June of 2018, in a total of 140,547

entries, which were filtered based on the identification of heteroatoms. If in any section

of each PDB file the name of a carbohydrate was present in the heteroatom name section

(’HETNAM’ in the beginning of the PDB file, as opposed to ’HETATM’ at the atoms de-

scription), the given file was considered to have a carbohydrate structure. This layer of

filtering was applied in order to select as many carbohydrates as possible, using their most

commonly known residue names, suffixes and prefixes: Abequose, Arabinose, Fructose, Fu-

cose, Glucose, Galactose, Galactosamine, Glucosamine, Idoronic, Lactose, Maltopyranoside,

Maltoside, Mannose, Rhamnose, Saccharide, Xylose, the prefix ’Gluc’, and the suffixes ’Ose’

and ’Uronic’. In cases where the name of a carbohydrate molecule was also the identifica-

tion tag for each residue (right next to ’HETATM’), the files were manually inspected and

the correct tags for the residues were added. In PDB files with β-Lactose, for example,

the residues were marked with the tag ’LAT’, but then were correctly renamed to ’GAL’

(β-Galactose) and ’BGC’ (β-Glucose).

Furthermore, a step of resolution-based filtering was employed. From the entries selected

by the carbohydrate nomenclature, the resolution of the structures was encountered by

searching for the ’RESOLUTION’ tag in the PDB file. If the resolution was lower than 1.5

Å, this entry was selected and stored. All the entries where the structure was determined

with Nuclear Magnetic Resonance (NMR) were left out of this analysis.

The glycan PDB structures present in the selected files were ordered by number of oc-

currences of each different monosaccharide, and those with less than 10 occurrences in the

database were removed from further analysis. Any linear form of carbohydrates, such as lin-
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ear glucose and linear xylose (when specified in the sugar’s name) were removed, along with

5-membered rings. Proper handling of these files was achieved through an in-house script de-

veloped using the programming language Python 2.7 following the pseudo-code represented

in figure 7.

Figure 7: Pseudo-code for the pipeline employed to extract and analyze PDB carbohydrate
information.

Glycosidic linkage identification and glycan identification

Aiming to remove the protein atoms and co-factors that were also present in the PDB file,

a search for the carbohydrate tags identified by the ’HETNAM’ label was performed. In

it, every atom of the file was checked to assess whether the residue identifier (in each atom
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definition) was the same as the carbohydrate tag (defined at the beginning of the file in the

’HETNAM’ section). If true, the atom was saved in a new file. If an entry was said to have

Glucose (GLC) in the ’HETNAM’ section , for example, then only atoms with the ’GLC’

residue identifier were selected in this step.

Entries with disordered structures, with two possible positions for the same atoms, often

identified by a ’ symbol or a capital letter beside the atom name (C1’ or C1B, respectively),

were treated as different entries. With the aid of the BioPython library BioPDB,61 the

separation of these cases was achieved by identifying the residues that had this atom name

marks and grouping all the ones with ’ or capital letter in one file and the unmarked in

another. As a consequence, one PDB entry could offer more then one unique carbohydrate

set of coordinates, one for each conformation retrieved in the experiment.

Moreover, to identify different glycan chains present in a same PDB entry, another step

was performed, checking each atom of each residue and identifying the glycosidic linkages

between residues in the structure. To assess the presence and type of each linkage and the

relative stereochemistry of the anomeric position, an in-house script based on the BioPy-

thon library BioPDB61 was written, allowing manipulation and measurements over PDB

structures. By going through every oxygen atom in each monomer, the script performed a

neighbour search in a 2 Å radius for each of them and, if a set of conditionals were true, the

atoms were considered to be in a glycosidic bond. These were: (i) the number of neighbours

were only two (as in the two carbons that are connected in a glycosidic linkage); (ii) both

atoms were carbons, and (iii) they were from different numbered residues, to avoid selecting

atoms from the same residue that did not participate in the bond. After that, by getting the

name of each of the atoms composing the bond (for example: C1, C2, C3, C6), the linkage

type was determined and stored. Afterwards, if the residues belonged to the same chain and

there was a bond between them, they were considered as a single molecule and were stored

in a new separate file. This resulted in several files from every PDB entry, where only one

glycan chain was present.
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The identification of the size of each oligosaccharidic structure was, then, performed by

accessing each separated file and counting the number of residues within, using the same

’bond searching’ strategy as described above. Furthermore, to distinguish between α and

β-glycosidic linkages, the relative stereochemistry of the anomeric position and of the C5

stereocenter were affered by measuring the improper dihedral of each of those positions

(table 5); by comparing these two dihedrals, it was possible to assess if they were on the

same side of the ring plane (β orientation) or in opposite sides (α orientation). If both of

the carbon atoms had the same improper dihedral (that is, the same stereochemistry), the

bond was considered a β-glycosidic bond. On the other hand, if the dihedral was different,

the linkage was considered an α-glycosidic bond.

Table 5: Table of the atoms composing improper dihedral definition for each anomeric center.

Anomeric Center Improper Definition
C1 O5-C2-O1-C1
C2 C1-C3-O2-C2
C3 C2-C4-O3-C3
C4 C3-O5-O4-C4
C5 C4-O5-C6-C5

Dihedral angle calculations

The dihedral angles phi (φ), psi (ψ) and omega (ω) adopted by different types of glycosidic

linkages and monomers were assessed. For the measurement of each angle, from the glyco-

sidic linkages previously identified, the atoms from each linkage had to be unambiguously

identified. By using the carbon atoms already selected in the glycosidic linkage identification

step, a neighbour search was employed to identify the remaining atoms composing a given

dihedral. In order to account for all types of glycosidic linkages, we searched in a radius of

2 Å around each of the carbon atoms. If the neighbour atom was a lower numbered carbon

atom (for example a C3 when compared to the C4 carbon that participated on the linkage),

this atom was added to the dihedral atoms. However, if the carbon atom was a C1, the
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selected atom was O5, allowing us to automatically identify dihedrals from the main types

of glycosidic linkages (table 6), as well as unusual ones. After that, the coordinates for the

four atoms of each dihedral (φ and ψ) were retrieved from the PDB file. Having the coor-

dinates of the dihedrals’ atoms, the calculation of the angles were performed also using the

’calc dihedral’ command from BioPython (BioPDB).61 The angles were then organized by

the linkage type. Within each linkage type, different angle populations were identified based

in the distribution of the values of φ and ψ. Outliers were identified by the interquartile

range method and removed from further analysis.

Table 6: Table of the atoms composing dihedral angle measurement (φ, ψ and ω) for each
bond.

Bond φ ψ ω
1→1 O5-C1-O1-C1’ C1-O1-C1’-O5’ -
1→2 O5-C1-O1-C2’ C1-O1-C2’-C1’ -
1→3 O5-C1-O1-C3’ C1-O1-C3’-C2’ -
1→4 O5-C1-O1-C4’ C1-O1-C4’-C3’ -
1→6 O5-C1-O1-C6’ C1-O1-C6’-C5’ O1-C6’-C5’-O5’
3→3 C2-C3-O3-C3’ C3-O3-C3’-C2’ -
4→4 C3-C4-O4-C4’ C4-O4-C4’-C3’ -

The atoms marked with a ’ belong to the next residue.

Puckering calculation

Intending to perform puckering measurements over the carbohydrate rings, a monomer sep-

aration from oligosaccharidic chains was necessary. Starting from the files generated in the

’Glycosidic linkage and glycan identification’ step, which contained only a single glycan chain

in each file, separated them selecting atoms which had the same residue number, saving them

in a separate file. To assess the conformation of each carbohydrate residue, as well as its level

of distortion, a step of puckering evaluation was applied. This step used an adapted version

of the script developed by Hill and co-workers.39 After the separation of each carbohydrate

found on PDB, the atoms that form a pyranose ring were identified by searching for the

corresponding atom names, and a predefined order of their atoms (O5, C1, C2, C3, C4, and
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C5) was selected to measure the puckering coordinates (θ, φ and Q) of every ring as given

by Cremer-Pople.38

Metadynamics

In order to obtain energy landscapes as reference for the interpretation and analysis of car-

bohydrates experimental properties, well-tempered metadynamics simulations62 were car-

ried out using the GROMACS 5.1.4 package63 and the open-source, community-developed

PLUMED library, version 2.5.64 The simulated systems were divided into two groups: (i)

disaccharides, in order to access φ and ψ values of glycosidic linkages, and (ii) monosaccha-

rides, in order to access θ and φ values. Both groups of systems underwent steps of system

preparation and equilibration before the actual production phase. The set of physicochemical

properties used to describe the molecules of this study was given by the GROMOS53a6GLYC

force field, previously developed by our group31 and successfully employed to characterize

multiple examples of carbohydrates in nature.65,66

Dodecahedron simulation boxes were solvated using the SPC/E water model67 in the pres-

ence of periodic boundary conditions. Energy minimization was carried out by the steepest

descent algorithm, until the difference between two steps was negligible. The PME elec-

trostatic treatment applied, and the bond lengths were constrained by the Lincs method,68

allowing a 2 fs integration step. In the equilibration phase, during both the NVT step (vol-

ume and temperature constant) and the NPT step (pressure and temperature constant) a

restriction force of 1000 kJ/mol and 500 kJ/mol was applied, respectively. Both steps were

simulated for 1 ns.

After that, the systems underwent a production step, where no restriction forces were

applied. The system with disaccharides were simulated for 200 ns, while the ones with

the monosaccharides were simulated for 100 ns. The temperature coupling algorithm used

was the V-rescale,69 and pressure was kept constant by employing the Parrinello-Ramhan

algorithm.70,71 The collective variables used for the disaccharides were the dihedral angles
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(φ and ψ), using a Gaussian height of 1.2 and a sigma of 0.35. In the monosaccharides

systems, the puckering coordinates (θ and φ) were used as CVs, with a Gaussian height of

0.5 and a sigma of 0.1. The errors related to each CV of each system were calculated by the

block-averaging analysis and comprised only up to 3% of the value of the barrier.
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(37) Pérez, S.; Marchessault, R. H. The exo-anomeric effect: experimental evidence from

crystal structures. Carbohydrate Research 1978, 65, 114–120.

(38) Cremer, D.; Pople, J. A. A General Definition of Ring Puckering Coordinates. Journal

of the American Chemical Society 1975, 97, 1354–1358.

(39) Hill, A. D.; Reilly, P. J. Puckering coordinates of monocyclic rings by triangular de-

composition. Journal of Chemical Information and Modeling 2007, 47, 1031–1035.

(40) Bérces, A.; Whitfield, D. M.; Nukada, T. Quantitative description of six-membered ring

conformations following the IUPAC conformational nomenclature. Tetrahedron 2001,

57, 477–491.

(41) Davies, G. J.; Williams, S. J. Carbohydrate-active enzymes: sequences, shapes, contor-

tions and cells. Biochemical Society Transactions 2016, 44, 79–87.

31

Capítulo 5. Resultados 77



(42) Saharay, M.; Guo, H.; Smith, J. C. Catalytic Mechanism of Cellulose Degradation by

a Cellobiohydrolase, CelS. PLoS ONE 2010, 5, e12947.
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5.2 Capítulo II: Ajuste de potenciais torcionais utilizando algo-
ritmo genético
Nessa seção do trabalho, serão apresentados os resultados obtidos no desenvolvi-

mento de um programa visando fazer o ajuste de potenciais torcionais de aldohexopira-
noses utilizando um algoritmo genético não-canônico em conjunto com simulações de
dinâmica molecular. Partindo do conjunto de parâmetros desenvolvidos para carboidra-
tos de anéis de 6 membros GROMOS53a6GLYC [75], buscou-se, primeiramente avaliar
sua representatividade no que tange o equilíbrio conformacional dessas biomoléculas.

A partir de simulações de dinâmica molecular (DM) com três diferentes monos-
sacarídeos (α-Glicose, α-Idose e β-Idose) foi possível verificar as conformações adotadas
por essas moléculas ao longo do tempo de execução utilizando as medições das coor-
denadas de puckering. Cada um dos sistemas foi simulado por 5 µs e as distribuições
dos valores de θ adotados foram calculadas (figura 13). As proporções conformacionais
observadas experimentalmente são as seguintes [20,75]:

• α-Glicose: 100(4C1):0(1C4)

• α-Idose: 20(4C1):80(1C4)

• β-Idose: 75(4C1):25(1C4)

Para todos os casos testados, os potenciais torcionais utilizados não foram capazes
de representar o comportamento observado na natureza, onde há um equilíbrio pseudo-
rotacional entre as duas conformações de cadeira de cada monômero, apresentando
apenas um dos estados durante toda a DM. Esse comportamento é decorrente de uma
alta barreira energética entre os possíveis estados a serem adotados pelos diedros do
anel dessas moléculas, que impede (em uma simulação não-enviesada) a troca de um
estado conformacional para o outro. Partindo de um dos sistemas apresentados acima
(α-idose), foi realizada uma execução do programa visando fazer o correto ajuste da
barreira energética presente entre os estados conformacionais.

O foco central do programa era um ajuste empírico dos potenciais torcionais
dos diedros responsáveis por esse equilíbrio. Conhecendo previamente os potenciais a
serem ajustados para o caso teste, novos valores aleatórios de barreiras energéticas eram
gerados e passavam por uma DM curta. Os resultados obtidos das DM de cada um dos
valores eram passados por uma heurística que selecionava progressivamente a barreira
que melhor representasse a proporção experimental em questão. Após uma execução
do programa, o perfil de distribuição das conformações adotadas pelo monossacarídeos
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Figura 13 – Distribuição dos valores do ângulo θ ao longo dos 5 µs de simulação. Para
todos os sistemas não houve a presença de outra conformação além da mais
energeticamente estável. Sendo para A e C 4C1 e para B 1C4.

ao longo do tempo de simulação com o melhor resultado selecionado está apresentado
na figura 14A. A nova proporção obtida pelo programa foi de 16(4C1):78(1C4) em
comparação com a proporção experimental de 20(4C1):80(1C4), sendo o restante da
porcentagem estados transicionais populados.

Na figura 14B foi avaliado o valor do ângulo θ para os frames calculados pela
DM. Nela é possível observar que há a transição de estados conformacionais. No entanto,
essa transição não ocorre em um equilíbrio onde há uma contínua troca entre estados,
como seria esperado. Mesmo quando o tempo de simulação foi aumentado para 1 µs a
interconversão entre os estados não foi observada da maneira esperada. Esse fenômeno
pode ser justificado pelo tempo de interconversão de uma conformação de cadeira para
a outra, que é da ordem de 103 ns [69] devido às interações entre os substituintes polares
dessas moléculas e as moléculas de solvente.

Tendo em vista que a agilidade na execução do programa era um dos aspectos
primordiais do trabalho e que execuções de simulações de DM da ordem de 103 ns para
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Figura 14 – Resultados obtidos após a primeira execução do programa. (A): Distribuição
dos valores do ângulo θ adotados ao longo da simulação do indivíduo selecionado
pelo programa, onde as proporções conformacionais experimentais encontram-
se fora dos parênteses e as proporções obtidas pelo novo potencial torcional
selecionado entre parênteses. (B): Valores de θ adotados pelo monossacarídeo
ao longo da simulação, representando a troca de estados conformacionais de
1C4 para 4C1.

todos os indivíduos de todas as gerações do algoritmo genético elevaria exacerbadamente
o custo computacional, mudou-se o caso teste do programa. Devido à sua falta de
substituintes (apenas átomos de hidrogênios ligados ao anel), menor complexidade e,
por conseguinte, menor tempo de transição, o ciclohexano passou a ser a molécula de
estudo desse trabalho, na tentativa de validar a metodologia desenvolvida.

O resultado da execução do programa com o ciclohexano está apresentado na
figura 15A. Nela é possível observar que, ao contrário do comportamento observado
com a α-idose, há uma troca contínua de estados conformacionais, o que demonstra o
equilíbrio esperado dessas estruturas em solução. A distribuição dos valores do ângulo θ
obtidos pelo potencial selecionado pelo programa, 48(4C1):48(1C4) (com o restante em
estados transicionais), são também muito próximas do valor experimental conformações
adotadas, 50(4C1):50(1C4) [90]. Além disso na figura 15B foram plotados todos os valores
de potencial de cada indivíduo a cada geração do algoritmo genético, mostrando que
houve uma ampla ocupação do espaço amostral disponibilizado.

Dado o sucesso do programa de selecionar um novo valor de barreira energética
que fosse capaz de representar as trocas de conformações do ciclohexano, aumentou-se
levemente o nível de complexidade das moléculas testes. Foram realizadas execuções
do programa utilizando ciclohexanol e ciclohexilamina e os resultados obtidos para
essas execuções estão demonstrados na figura 16. Nela é possível perceber que, tanto
para o ciclohexanol (16A) quanto para o ciclohexilamina (16B) não é contemplado o
equilíbrio de conformações ao longo do tempo de dinâmica, muito embora as proporções
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Figura 15 – Resultados obtidos após a execução do programa utilizando o ciclohexano
como molécula teste. (A) Valores do ângulo θ adotados ao longo do tempo de
simulação do indivíduo selecionado como o melhor. (B) Valores de barreiras
energéticas gerados para cada indivíduo (kJ/mol) de acordo com cada geração
criada.

experimentais e as calculadas in silico sejam muito próximas.

• COH: 6(4C1):94(1C4) [Experimental] [90]| 7(4C1):92(1C4) [DM]

• CNH: 96(4C1):4(1C4) [Experimental] [90]| 93(4C1):6(1C4) [DM]

A simples presença de um substituinte polar, além de mudar drasticamente a
conformação preferencial do anel, impede a seleção de um potencial que seja represen-
tativo do equilíbrio conformacional em solução. Mesmo com uma ampla exploração
do espaço amostral oferecido (figura 16), não foi possível obter um valor de barreira
energética que permitisse esse equilíbrio.
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Figura 16 – Resultados obtidos após a execução do programa utilizando o ciclohexanol e a
ciclohexilamina. Lado a lado os valores do ângulo θ adotados ao longo do tempo
de simulação do indivíduo selecionado como o melhor e os valores de barreiras
energéticas gerados para cada indivíduo (kJ/mol) de acordo com cada geração
criada na execução com o ciclohexanol em (A) e com a ciclohexilamina em (B).
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6 Discussão geral

Os resultados obtidos na análise do PDB, juntamente com as simulações de
metadinâmica demonstram que, a partir de um certo nível de resolução, as estruturas
de carboidratos depositadas no banco de dados possuem, de fato, uma boa qualidade e
condizem com o comportamento esperado para os carboidratos avaliados. A informação
obtida, no entanto, encontra-se condensada em alguns poucos monossacarídeos (45%
das estruturas sendo de N-acetil-glicosamina e glicose) e nos níveis conformacionais
mais simples (monossacarídeos e dissacarídeos compondo 78% das estruturas).

Isso deve-se, possivelmente, às diferentes abundâncias desses monômeros encon-
tradas na natureza, visto que a N-acetil-glicosamina (NAG) é o principal componente
do esqueleto de glicosilações de proteínas em eucariotos [91], uma das mais abun-
dantes modificações co- e pós-traducionais da natureza [92]. Ademais, a glicose é o
monossacarídeo mais abundantemente encontrado na natureza [93], justificando a sua
presença elevada no banco de dados. Outra informação relevante é a dificuldade de
cristalização de moléculas tão flexíveis quanto carboidratos, fazendo com que apenas
alguns oligossacarídeos não ramificados cristalizem regularmente [52]. Ao aumentarem
de tamanho, mais graus de complexidade são adicionados a essas moléculas, dificultando
ainda mais a elucidação estrutural a partir da cristalografia de raios-X, principal técnica
empregada na resolução de estruturas depositadas no PDB.

Ao observar as informações de ligações glicosídicas, é possível perceber, também,
que há uma preferência por certos tipos de ligação. A maioria das estruturas estudadas
encontra-se em uma ligação entre o C1 e C4, tanto na orientação α, quanto na orientação
β. Além disso, dentre os tipos de ligação analisados utilizando metadinâmica, é possível
perceber que, mesmo sendo compostos por diferentes dissacarídeos, há um preferência
por certos valores de ângulos de acordo com a orientação dessa ligação. Ligações com o
carbono anomérico na orientação α, tendem a popularem, tanto nos cristais do PDB
quanto nos mapas de energia livre, valores de φ entre 60◦e 120◦, enquanto ligações
beta tiveram a preferência de valores de φ entre -100◦e -50◦. Isso deve-se ao efeito
exo-anomérico que ocorre entre os monossacarídeos, que dita as preferências atreladas a
esse ângulo diedral, especificamente [94,95]. Apesar disso, ainda é possível ver pequenas
populações de φ que se opõe a esses valores, o que deve ocorrer devido às diferentes
orientações dos substituintes dos monossacarídeos envolvidos. Como a maioria dos
monômeros presentes nos cristais eram de derivados de Glicose e essa preferência do
ângulo φ é ligada a monossacarídeos baseados em Glicose [68], pode-se supor que os
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demais pertençam a monômeros mais complexos ou não baseados em Glicose.

No que tange o estudo de conformações dos monossacarídeos, a preferência
pelos estados adotados pelas estruturas cristalizadas condiz com os valores de ângulo
das conformações mais estáveis para cada monômero. Devido ao fato de a fucose ser
encontra na natureza na sua configuração L, em oposição aos demais monossacarídeos
que encontram-se na configuração D, seu estado conformacional mais estável é oposto
aos demais. Os pontos que ultrapassam a linha que delimita as conformações mais
estáveis podem ser decorrentes de erros atrelados a anotação desses carboidratos, algo
que ocorre com certa frequência no PDB [57] ou mesmo devido ao ambiente não-
biológico que é necessário para a formação do cristal, podendo causar modificações
conformacionais nessas moléculas. Uma alternativa é a indução de novas conformações
que, quando em solução não ocorrem espontaneamente, pelas proteínas cristalizadas
junto com os monossacarídeos. Alguns estudos demonstram que existe uma modificação
conformacional resultante da ação da proteína sobre os carboidratos, principalmente a
fim de aproximar o centro anomérico do sítio ativo para facilitar a quebra da ligação
glicosídica [27,96,97].

Quando observadas as superfícies de energia livre (SEL) das diferentes conforma-
ções adotadas pelos 6 monossacarídeos mais abundantes, percebe-se que as estruturas
que se encontram em conformações menos estáveis estão, na grande maioria dos casos,
em mínimos de energia locais. Isso indica a possível via de interconversão entre uma
cadeira e outra (4C1 e 1C4), mostrando que não necessariamente há erros na cristali-
zação ou anotoção dessas moléculas. Nesse contexto, os anéis sacarídicos passariam
por alguns desses pontos, adotando essa conformações durante o processo de transição.
Alguns trabalhos foram realizados descrevendo a via de interconversão de diferentes
monossacarídeos com diferentes níveis de resolução (métodos baseado em QM e outros
baseados em MM). A partir desses trabalhos, observa-se que os mínimos de energia
populados tanto pelos cristais do PDB quanto os populados pela metadinâmica são, na
realidade, possíveis estados transicionais entre os dois mais estáveis [21, 23].

No caso do mapa de energia livre da NAG, por exemplo, a conformação iden-
tificada como um mínimo energético local pelas simulações de metadinâmica foi a
1,4B (figura 17), correspondente aos valores de θ = 90◦e φ = [210◦:240◦]. Essa mesma
conformação foi identificada como um dos estados adotados pela NAG durante sua
interação com quitinases em outros trabalhos que utilizaram metodologia de aborda-
gem conjunta de QM/MM [96, 97]. Outros trabalhos também mostraram o mesmo
comportamento para outros monossacarídeos, como é o caso da Glicose. É possível
perceber um intervalo de conformações adotadas pela Glicose, de acordo com o seu
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Figura 17 – Projeção planificada (Mercator) da esfera de coordenadas de puckering de
Cremer-Pople [31].

mapa de energia livre (1S5, B2,5, OS2 e 1S3 ilustradas nas figura 17) que localizam-se
em regiões de baixa energia. Essas conformações já foram descritas, também através de
métodos híbridos, como possíveis de serem adotadas por esse monossacarídeo quando
interagindo com uma enzima [97–105]. O fato de que existem cristais populando essas
regiões de mínimo mostra que a cristalização dessas proteínas ocorreu com moléculas
desses monômeros presentes no seu sítio ativo, justificando as distorções vistas pelos
mapas de coordenadas de puckering. Isso é sustentado, ademais, pela diferença nas
barreiras energéticas observadas nas simulações onde há um monossacarídeo livre e um
monossacarídeo interagindo com a proteína. Há uma mudança da barreira energética
entre os dois estados conformacionais e, também, uma mudança do valor de energia
associado ao estado transicional, induzidos pela proteína.

Em respeito dos resultados apresentados sobre o ajuste de potenciais torcionais
de hexopiranoses, fica claro que, mesmo que não houvesse a representação do enquilíbrio
entre conformações, o algoritmo gerou uma mudança na barreira energética entre os
estados conformacionais que permitiu que essa transição ocorresse. Em um trabalho
desenvolvido por Sattelle et al. [69] mostrou-se, através de métodos de MM, que o
tempo de interconversão entre as duas cadeiras de um monossacarídeo chega a ordem
de 0.8 µs e, visto que as simulações de cada indivíduo realizadas pelo programa foram
de apenas 1 ns, é improvável que houvesse essa troca contínua de estados como era
esperado. Mesmo quando estendidas as simulações com a barreira energética do melhor
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indivíduo até 2 µs não foi observada a troca de estado, mantendo-se apenas no estado
adotado após a única transição, levando à conclusão de que o comportamento observado
tratava-se de um artefato de simulação.

Ao adotar o ciclohexano como molécula teste foi possível observar a troca
constante entre estados conformacionais, devido ao seu menor tempo de transição. Não só
isso, mas a presença de um heterociclo na molécula do carboidrato faz com que a barreira
energética entre os estados transicionais e as cadeiras seja mais elevada, dificultando
a interconversão [23]. Apesar de não possuírem um heterociclo em sua estrutura,
o ciclohexanol e a ciclohexilamina não popularam as duas cadeiras em equilíbrio.
A presença de um grupamento extremamente polar em um dos seus substituintes,
apesar de não interferir no equilíbrio da orientação dos susbtituintes [23], aumenta as
interações que são realizadas com o solvente. Isso também interfere na magnitude da
barreira energética que separa os dois estados, como pode ser percebido pelas diferentes
proporções que correspondem a essas moléculas. Em casos onde foram extendidas as
simulações com essas estruturas, o comportamento foi similar ao observado com os
carboidratos, apenas uma troca de conformação e, depois, a manutenção em apenas um
estado.

A adoção dos diedros internos do anel (compostos apenas por átomos de carbono)
de todas as moléculas simuladas pode ser uma explicação para o comportamento
observado. Quando há apenas átomos de hidrogênio, além dos átomos de carbono do
anel, é possível fazer o ajuste da barreira energética que rege essa estrutura. Com a
adição de grupamentos polares dentro e como substituintes do anel, o ajuste não ocorre
com a mesma eficácia. Nesse caso, a barreira energética de outros diedros, compostos
pelos susbtituintes e pelo heteroátomo do anel, pode complementar o ajuste realizado
no interior do anel.
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7 Conclusões

O presente trabalho tratou os objetivos traçados e permitiu:

• Fazer a correta extração da informação estrutural de carboidratos depositada no
PDB, sendo possível observar diferentes níveis de precisão da informação de acordo
com a resolução com que as estruturas foram resolvidas, bem como ilustrar a
concentração dessa informação estrutural em alguns poucos níveis de organização.

• Identificar os estados conformacionais preferenciais dos 6 principais monossacarí-
deos encontrados no banco de dados;

• Identificar a abundância dos diferentes tipos de ligação glicosídica e a concentração,
no que tange essa informação, em alguns tipos de ligação. Além disso, identificar
a preferência dos ângulos diedrais adotados pelos três diferentes tipos de ligações
mais abundantes de acordo com os diferentes monômeros que a compunham;

• Validar a representatividade do campo de força GROMOS53a6GLYC [75] frente
ao conjunto de dados experimentais que reproduziu, tanto a superfície de energia
livre dos diferentes estados conformacionais de monossacarídeos, como a dos
ângulos diedrais das ligações glicosídicas;

• Ajustar o valor de barreira energética entre os principais estados conformacionais
do ciclohexano sem substituintes (4C1 e 1C4) no GROMOS53a6GLYC [75].
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8 Perspectivas

• Ampliar o filtro de carboidratos utilizado, permitindo a obtenção de informação
estrutural sobre mais moléculas dessa classe;

• Realizar simulações de metadinâmica com mais sistemas de monossacarídeos
(avaliando suas conformações) e de dissacarídeos (avaliando os ângulos diedrais)
para extender a validação o campo de força e ampliar o conhecimento frente a
isso;

• Realizar mais simulações de metadinâmica e mais extensas de complexos protei-
cos interagindo com carboidratos e observar a possível indução conformacional
induzida pela proteína;

• Fazer o ajuste da barreira energética entre conformações de diferentes monossa-
carídeos utilizando a análise da superfície de energia livre correspondente a um
conjunto de valores de barreira energética.
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Abstract
Niemann-Pick type C (NP-C) is a rare autosomal recessive disorder characterized by storage of unesterified glycolipids and
cholesterol in lysosome and/or late endosome due to mutations in either NPC1 or NPC2 gene. This study aims to identify the
spectrum of sequence alterations associated to NP-C in individuals with clinical suspicion of this disease. The entire coding region
and flanking sequences of both genes associated to NP-C were evaluated in a total of 265 individuals that were referred to our
laboratory. Clinical and/or biochemical suspicion of NP-C was confirmed by molecular analysis in 54 subjects. In this cohort, 33
different sequence alterations were identified in NPC1 and one in NPC2. Among those, 5 novel alterations in NPC1 gene were
identified as follows: one deletion (p.Lys38_Tyr40del), one frameshift (p.Asn195Lysfs*2), and three missense mutations
(p.Cys238Arg, p.Ser365Pro and, p.Val694Met) that are likely to be pathogenic through different approaches, including in silico
tools as well as multiple sequence alignment throughout different species.We have also reported main clinical symptoms of patients
with novel alterations and distribution of frequent symptoms in the cohort. Findings reported here contribute to the knowledge of
mutation spectrum of NP-C, defining frequent mutations as well as novel sequence alterations associated to the disease.

Keywords Niemann-Pick type C disease .NPC1 gene .NPC2 gene .Mutation spectrum . Novel variation

Introduction

Niemann-Pick type C disease (NP-C disease; OMIM
#257220) is a rare autosomal recessive neurodegenerative dis-
order characterized by storage of unesterified glycolipids and
cholesterol in lysosome and/or late endosome (LE/L) due to
mutations in either NPC1 or NPC2 genes [1]. This disorder
causes premature death, and subjects from different ethnic

groups can be affected [2–4]. NP-C prevalence is approxi-
mately 1/100,000 live births, but incidence can vary among
different countries [4]. Hepatosplenomegaly, vertical
supranuclear ophthalmoplegia, progressive ataxia, dystonia,
and dementia are among symptoms characterized as the
Bclassic^ phenotype [5–7]. Mutations in genes coding for
the large transmembrane endosomal NPC1 and a small solu-
ble lysosomal NPC2 proteins result in intracellular sterol
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cycling alterations [8]. Great majority of NP-C cases is due to
mutations in NPC1 gene (95%) whereas the remaining are
caused by mutations in NPC2 gene [4, 9]. The human NPC1
gene is located at locus 18q11, spans more than 47 kb, and is
organized into 25 exons. The transcript is 4.9 kb long encoding
a protein with 1278 amino acids [10]. NPC1 protein has 13
transmembrane domains, 3 large and 4 small luminal loops, 6
small cytoplasmic loops, and a cytoplasmic tail [11]. High ho-
mology was observed among NPC1 protein and other NP-C
orthologs, such as mouse, Saccharomyces cerevisiae, and
Caenorhabditis elegans [12]. High sequence homology be-
tween NPC1 and other proteins that are involved in cholesterol
metabolismwas also observed [13, 14]. The humanNPC2 gene
is located at locus 14q24.3, spans more than 13 kb, and is
organized into 5 exons. The transcript of 0.9 kb produces a
small soluble glycoprotein that contains 131 amino acid resi-
dues [5, 15]. NPC1 and NPC2 genes have many mammalian
orthologs with highly conserved primary sequences [16].

Diagnosis of NP-C requires biochemical evaluation, such
as Filipin staining test in fibroblasts or plasma oxysterols eval-
uation, and/or molecular analysis of NPC1 and NPC2 genes
[5, 9]. To date, more than 460 different sequence alterations
have been reported to be associated to NP-C.

This study describes the mutation spectrum of a broad ge-
netic analysis in a cohort of patients with NP-C, including five
novel sequence variants and rare mutations.

Material and Methods

Patients

In this study, we have included biological samples from 265
individuals that were sent to our laboratory from different
regions of Brazil, from 2011 to 2017, through the NPC
Network. Inclusion criteria were positive or inconclusive re-
sult in the Filipin staining test or a strong clinical suspicion of
NP-C, regardless the biochemical evaluation outcome. This
study was approved by our local Institutional Review Board
(project number 05168).

DNA Isolation and Amplification of NPC1 and NPC2
Genes

Genomic DNA was isolated from peripheral white blood cells
using standard protocols and stored at – 20 °C. Polymerase
chain reaction (PCR) was used to selectively amplify specific
fragments ofNPC1 (NG_012795.1) andNPC2 (NG_007117.1)
genes. Primer sequences can be found in Supplementary
Table S1. Coding sequences and flanking regions (exons 1 to
25 of NPC1 gene and exons 1 to 5 of NPC2 gene) were ampli-
fied by PCR using genomic DNA as template. The whole cod-
ing region of NPC1 was divided into 24 different amplicons

(exons 15 and 16 were amplified as one fragment). NPC2 cod-
ing regionwas divided into 5 different amplicons. Amplification
reaction was performed in final volumes of 25 μL containing
25 ng genomic DNA, 200 mM of each dNTP, 2.5 μM of each
primer (forward and reverse), 2.5 mM of MgCl2, 200 mM of
Tris-HCl (pH 8.4), 50 mM of KCl, and 1.25 U of Taq DNA
Polymerase (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA). Cycling con-
ditions were initial denaturation at 95 °C for 5 min, followed by
30 cycles of denaturation at 95 °C for 30 s, annealing at 60 °C
for 30 s, and extension at 72 °C for 1 min, followed by final
extension at 72 °C for 10 min. Each PCR product was verified
by electrophoresis on a 1.5% (w/v) agarose gel and visualization
under UV light.

DNA Sequencing

Amplicons were purified using 2.5 U of Exonuclease I (USB,
Cleveland, OH, USA) and 0.25 U of Shrimp Alkaline
Phosphatase (USB, Cleveland, OH, USA). DNA sequencing
was performed using BigDye® Terminator Cycle Sequencing
kit v. 3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) from
universal M13 (− 20) forward and reverse primers, following
the manufacturer’s instructions. Sequences were analyzed
with DNA Sequencing Analysis software v. 5.2 (Applied
Biosystems) in an ABI PRISM® 3130xl Genetic Analyzer.
All identified sequence variations were confirmed by se-
quencing an independent sample from both forward and re-
verse primers. Sequence variations were compared to data
available in the NP-C database in the Human Gene Mutation
Database (HGMD® - http://www.hgmd.cf.ac.uk), the Exome
Aggregation Consortium (ExAC) browser (http://exac.
broadinstitute.org/), the Genome Aggregation Database
(gnomAD) browser (http://gnomad.broadinstitute.org/), and
1000genomes (http://www.internationalgenome.org/home).

Evaluation of Novel Mutations

Amino acid sequences of NPC1 from 10 different species were
compared by multiple alignment in order to determine whether
changes identified in their amino acid sequences were associat-
ed to conserved residues. Sequenceswere searched for using the
protein database from the National Center for Biotechnology
Information (NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Amino
acid sequences were aligned with Clustal Omega using
FASTA format (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). In
order to assess their potential pathogenicity, novel sequence
variations in the NPC1 coding region were analyzed using
eight web-based tools. Those tools were PolyPhen-2
(Polymorphism Phenotyping v2, http://genetics.bwh.harvard.
edu/pph2/) [17], SNPs3D (http://www.snps3d.org/) [18],
Align GVGD (http://agvgd.iarc.fr/) [19], Mutation Taster
(http://www.mutationtaster.org/) [20], Mendelian Clinically
Applicable Pathogenicity (M-CAP) Score (http://bejerano.
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stanford.edu/mcap/) [21], Combined Annotation Dependent
Depletion (CADD) (http://cadd.gs.washington.edu/snv) [22],
Rare Exome Variant Ensemble level (REVEL) (https://sites.
google.com/site/revelgenomics/) [23], and Variant Effect
Scoring Tool (VEST3) (http://hg19.cravat.us/CRAVAT/) [24].
Mutalyzer 2.0 was used as a reference for naming novel
sequence variations (https://mutalyzer.nl/) [25]. Model
structure of NPC1 was generated by PyMOL 2.0 software
(https://pymol.org/2/), and mutant models by Modeler 9.1
software [26], using PDB ID code 3JD8.

Results

Genotype of NP-C patients was defined through identification
of novel and/or rare sequence alterations in NPC1 or NPC2
genes. Mutant alleles were confirmed in 54 out of 265 indi-
viduals, being 29 (53.7%) females and 25 (46.3%) males.
Within NP-C confirmed patients, 18 (33.3%) were from con-
sanguineous marriage. Among NP-C cases identified in this
work, 52 (96.3%) patients have mutations in NPC1 gene while
the remaining 2 (3.7%) patients carry mutations in NPC2. In

Table 1 Alleles defined by this
study. Novel sequence variants
are shown in italics

Mutation cDNA nucleotide substitution Exon # of alleles Allelic frequence

NPC1 gene

p.Lys38_40Tyrdel c.114-122del9 2 1 0.011

p.Gln117* c.349C > T 4 1 0.011

p.Cys177Tyr c.530G >A 5 2 0.023

p.Ala183Thr + p.Ser365Pro c.547G >A + c.1093 T > C 5 and 8 1 0.011

p.Ser151Phefs*70 c.451_452delAG 4 1 0.011

p.Asn195Lysfs*2 c.584dupA 5 1 0.011

p.Cys238Arg c.712 T >C 6 1 0.011

p.Cys247Tyr c.740G >A 6 1 0.011

p.Arg372Trp c.1114C > T 8 1 0.011

p.Arg615His c.1844G>A 12 1 0.011

p.Val664Met c.1990G>A 13 2 0.023

p.Ser667Leu c.2000C > T 13 1 0.011

p.Val694Met c.2080G>A 13 1 0.011

p.Gly710Alafs*19 c.2129delA 13 2 0.023

p.Pro733Serfs*10 c.2196_2197insT 14 1 0.011

p.Ala764Val c.2291C > T 15 1 0.011

p.Ser865Leu c.2594C > T 17 1 0.011

p.Ala926Thr c.2776G>A 18 1 0.011

p.Trp942Cys c.2826G> T 19 1 0.011

p.Asp945Asn c.2833G>A 19 1 0.011

p.Cys957Tyr c.2870G>A 19 1 0.011

p.Gly992Arg c.2974G> C 20 1 0.011

p.Pro1007Ala c.3019C >G 20 15 0.170

p.Ala1035Val c.3104C > T 21 24 0.273

p.Ile1061Thr c.3182 T > C 21 4 0.045

p.Gly1140Val c.3419G> T 22 1 0.011

p.Asn1156Ile c.3467A> T 22 1 0.011

p.Leu1157Pro c.3470 T > C 22 1 0.011

p.Val1165Met c.3493G>A 23 1 0.011

p.Glu1166Lys c.3496G>A 23 1 0.011

p.Arg1186His c.3557G>A 23 2 0.023

p.Phe1221Serfs*20 c.3662delT 24 13 0.148

Total 88

NPC2 gene

p.Glu20* c.58G > T 2 2 1.000

Total 2
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total, 34 different sequence alterations were identified, in-
cluding 5 novel variations in NPC1, and a detailed distri-
bution of mutations is shown in Table 1. Frequency of
variants was estimated using unrelated chromosomes only;
i.e., we have just considered one allele from homozygous
patients of consanguineous marriages, giving a total of 90 al-
leles. The most frequent mutation was p.Ala1035Val (27.0%),
followed by p.Pro1007Ala (16.9%), and p.Phe1221Serfs*20
(14.6%).

All novel variants described here are located in NPC1
gene, and distributed as follows: one small deletion
(p.Lys38_Tyr40del), one frameshift (p.Asn195Lysfs*2), and 3
missense mutations (p.Cys238Arg, p.Ser365Pro, and
p.Val694Met). Sequencing profile of novel mutations is in
Fig. 1. These novel changes were not found among 400 alleles
from normal individuals. All 5 patients carrying novel muta-
tions were previously evaluated by Filipin staining test and
results were positive. A brief clinical description of patients

Fig. 1 DNA sequencing of novel sequence variations identified in NPC1
gene. (a) Direct sequencing of exon 2 from the forward primer. Arrow
indicates the beggiging of the deletion in the p.Lys38_Tyr40del (c.114_
122delGAGGTACAA) variation. Patient is heterozygous for this varia-
tion; therefore, after sequence variation, two different profiles can be seen
in the figure: one from wild-type allele and the other from mutant allele.
(b) Direct sequencing of exon 5 from the forward primer. The arrow
shows nucleotide duplication that characterizes the p.Asn195Lysfs*2
(c.584dupA) variation. Patient is heterozygous for this variation; there-
fore, after sequence variation, two different profiles can be seen in the

figure: one from wild-type allele and the other from mutant allele. (c)
Direct sequencing of exon 6 from the forward primer. The arrow indicates
T to C substitution in the p.Cys238Arg (c.712 T >C) variation. Patient is
heterozygous for this variation. (d) Direct sequencing of part of exon 8
from the forward primer. The arrow indicates T to C substitution in the
p.Ser365Pro (c.1093 T > C) variation. Patient is homozygous for this
variation. (e) Direct sequencing of part of exon 13 from the forward
primer. The arrow indicates G to A substitution in the p.Val694Met
(c.2080G >A) variation. Patient is homozygous for this variation
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with novel sequence variations can be found in Table 2.
Variations cited in this work as novel were not found in the
Human Gene Mutation Database (HGMD®), ExaC,
gnomAD, and 1000genomes. Findings regarding these novel
changes are described below.

The p.Lys38_Tyr40del (c.114-122del9) mutation is a deletion
of nine nucleotides within exon 2 (Fig. 1(a)) that leads to a
protein with three missing amino acids (Lys, Arg, and Tyr).
This mutation was found in a compound heterozygote carrying
p.Phe1221Serfs*20 in the other allele. This male patient was
diagnosed when he was 1 year old and clinical symptoms in-
clude dysphagia, cognitive decline, and developmental delay
(Table 2).

Variation p.Asn195Lysfs*2 is due to a duplication of one
nucleotide (adenine) in exon 5 of NPC1 gene (Fig. 1(b)).
This frameshift was identified in a female patient in trans
with p.Phe1221Serfs*20. She was diagnosed at 6 months of
age, and main symptoms were hepatosplenomegaly, hypoto-
nia, and developmental delay. This mutation produces a trun-
cated protein that is expected to have a defective function.

Regarding missense mutations, p.Cys238Arg is located at
exon 6, due to T to C change (Fig. 1(c)), which was found in a
female patient diagnosed at 2 years of age. Her clinical symp-
toms included cerebellar ataxia, developmental delay, and cat-
aplexy. The p.Cys238Arg was found in trans with
p.F1221Sfs*20 (patient was a compound heterozygote), and
variants were confirmed in her parents.

Novel variation p.Ser365Pro is due to T to C change in
exon 8 of NPC1 (Fig. 1(d)) and it was found in cis with
p.Ala183Thr. This complex allele was found in a homozygous
male patient from a consanguineous marriage, and both mu-
tations were confirmed in his parents.

The other novel missense mutation, p.Val694Met, is due to
G to A change in exon 13 (Fig. 1(e)), and this alteration was
detected in a female patient from consanguineous marriage.
She was 14 years old at diagnosis and clinical symptoms in-
clude cerebellar ataxia, and vertical supranuclear gaze palsy.
Patient was homozygous for this alteration, and variant was
also confirmed in her parents.

All novel sequence variations were evaluated through
alignment of amino acid sequences from 10 different

organisms, and alterations are located within conserved resi-
dues, suggesting an effect on protein function or structure
(Fig. 2). Pathogenicity of novel missense variations was eval-
uated using different web-based tools (supplementary
Table S2), following the guidelines by the American College
of Medical Genetics and Genomics (ACMG) to the interpre-
tation of sequence variants [27]. Two missense mutations
(p.Cys238Arg and p.Val694Met) were defined as being path-
ogenic by all different tools. p.Ser365Pro was also classified
as pathogenic by great majority of tools except by one (CADD
software). However, considering that this serine residue is
conserved among species (Fig. 2), and that this substitution
introduces a novel imino group in the protein, a pathogenic
effect might be also expected in this case.

Finally, distribution of age at diagnosis ranged from
2 months to 46 years with an average of 11.3 years, and 32
cases (59.3%) were diagnosed in patients of up to 10 years of
age. Patients included in the analysis were from different re-
gions of Brazil, and more detailed description of symptoms
was available from 33 confirmed cases. Therefore, more fre-
quent symptoms, based on cases with complete clinical de-
scription, were splenomegaly, hepatomegaly, cerebellar atax-
ia, and vertical supranuclear gaze palsy, and distribution of
symptoms according to age group is shown in supplementary
Fig. S1.

Discussion

We identified mutations in 54 NP-C patients, being 96.3% in
NPC1 gene and 3.7% in NPC2 gene. Distribution of muta-
tions shown here is similar to the described in the literature
from studies worldwide, where mutations inNPC1 gene occur
in 95% of the NP-C patients [2, 12, 15, 28].

The most frequent mutation in our sample population was
p.Ala1035Val (27.0%) that is different from cohorts reported
in North hemisphere, where p.Ile1061Thr is described as the
most frequent one [29–38]. As previously reported, high fre-
quency of p.Ile1061Thr in Hispanic patients suggest a founder
effect originated in Western Europe [32, 39]. A prevalence of
a different mutation in this studied cohort suggests a different

Table 2 Brief clinical description of patients that carry novel sequence variations identified by this study

Mutation Genotype Age at diagnosis Gender Clinical symptoms

p.Lys38_Tyr40del p.Lys38_Tyr40del/p.Phe1221Serfs*20 1 year Male Dysphagia, cognitive decline, developmental delay

p.Ser365Pro [p.Ser365Pro + p.Ala183Thr]/
[p.Ser365Pro + p.Ala183Thr]

27 years Male Neurological regression

p.Asn195Lysfs*2 p.N195Kfs*2/p.F1221Sfs*20 6 months Female Hepatomegaly, splenomegaly, hypotonia,
developmental delay

p.Cys238Arg p.Cys238Arg/p.Phe1221Serfs*20 2 years Female Cerebellar ataxia, developmental delay, cataplexy

p.Val694Met p.Val694Met/p.Val694Met 14 years Female Cerebellar ataxia, vertical supranuclear gaze palsy
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ethnic background of NP-C patients in Brazil. The second
most common mutation in our study was p.Pro1007Ala

(16.9%), and this alteration was also reported as being fre-
quent in different European countries [5]. Frequency data of

Fig. 2 Alignment of amino acid
sequences of several organisms.
Specific regions flanking
mutations are represented. (a)
Human (NP_000262.2); (b)
Chimpanzee (XP_016788941.1);
(c) Orangutan (XP_
009250570.1); (d) Domestic
guinea pig (XP_003474080.2);
(e) Rat (NP_705888.2); (f) Mouse
(NP_032746.2); (g) Horse (XP_
005612821.1); (h) Dog (NP_
001003107.1); (i) Chicken (XP_
419162.3); (j) Zebrafish (NP_
001230804.1); (k) Fruit fly (NP_
001188769.1). Boxes indicate
conserved residues associated to
novel mutations. Designation of
each mutation is given above the
appropriate box
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this mutation reported in Portuguese, British, and German
patients ranged from 15 to 20% [37].

We have observed higher frequency of some mutations in
specific regions as follows: p.Ala1035Val was present in
32.0% of mutant alleles identified in São Paulo state,
p.Pro1007Ala was found in 53.3% of mutant alleles from
Paraná state, and p.Phe1221Serfs*20 was identified in
75.0% of alleles from Pernambuco state. Although prelimi-
nary, these data indicate that regional variation of ethnic back-
ground in a huge country as Brazil might determine higher
frequencies of mutations in specific places. Several studies
have reported specific disease-causing mutations among dif-
ferent populations and ethnic groups associated to NP-C [30,
31, 38–40]. Additional analyses are required to further inves-
tigate this issue.

Distribution of confirmed cases among geographical re-
gions of Brazil was as follows: 46.3% of cases in Southeast,
followed by 25.9% of cases from Northeast, 24.1% of cases
from South, and 3.7% from West Central. This higher fre-
quency of cases in Southeast might be a combination of highly
populated region as well as a more facilitated access to health
system.

Clinical presentation of NP-C can be heterogeneous and non-
specific, which makes more difficult to reach a correct diagnosis
[9]. Symptoms of pediatric patients (≤ 4 years) described here
are in agreement to a previous report that more discriminatory
signs for NP-C in pediatric patients are splenomegaly, hepato-
megaly, dysphagia, cognitive decline, delayed neuro-psychomo-
tor, ataxia, and cataplexy [41]. Clinical findings reported here in
adult patients, such as seizures, neurological regression, spleno-
megaly, cognitive decline, cerebellar ataxia, and vertical

Fig. 3 Location of p.Lys38_40Tyr in the NPC1 protein. (a) Image repre-
sents the wild-type NPC1 protein; region of three amino acids (lysine,
arginine, and tyrosine) involved in the deletion is represented in pink. (b)

Image represents mutant NPC1 protein p.Lys38_40Tyr. (c) Close-up and
superposed view of wild-type (in green) and mutant (in blue) NPC1
proteins. Figures were generated by PyMOL 2.0

Fig. 4 Images representing wild-type NPC1 protein and NPC1 protein
produced in the presence of p.Asn195Lysfs*2. (a) Wild-type NPC1 pro-
tein (1278 amino acids). (b) Mutant NPC1 protein produced by
p.Asn195Lysfs*2 mutation (197 amino acids). Figures were generated
by PyMOL 2.0
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supranuclear gaze palsy, were described as more commonly
found in older patients (supplementary Fig. S1).

Novel sequence variants appear to be widespread along
different regions in the protein: p.Lys38_Tyr40del,
p.Asn195Lysfs*2, and p.Cys238Arg are located within lu-
men A domain, p.Ser365Pro in the transmembrane II
(TMII) domain, and p.Val694Met in the transmembrane
V (TMV). Position of these variations can be visualized
in NPC1 protein topology generated by Protter software
[42] (supplementary Fig. S2).

Mutation p.Lys38_Tyr40del is an in-frame deletion that
leads to a protein lacking three amino acids (Lys, Arg, and
Tyr). This deletion is located within the N-terminal domain
(NTD) (supplementary Fig. S2), which is the first luminal
domain composed by 240 amino acids [43]. This type of mu-
tation generates a mutant protein with a different tertiary struc-
ture (Fig. 3) that will likely affect protein function.

The frameshift variation p.Asn195Lysfs*2 produces a trun-
cated small protein that is expected to have a defective function.
The wild-type NPC1 protein has 1278 amino acids, and mutant
protein produced by this variation would be expected to have
197 amino acids only (Fig. 4). Therefore, essential domains of

NPC1 protein will be missing, and normal function highly
impaired.

Missense mutation p.Cys238Arg is also located in a very
relevant domain of the protein. The amino acid cysteine at
position 238 establishes one of two disulfide bonds (C97–
C238 and C227–C243) from Ψ loop. This particular loop has
been reported before as being an important interface between
N-terminal domain (NTD) and middle luminal domain (MLD)
[44]. Therefore, the replacement of this cysteine residue by an
arginine prevents the establishment of a disulfide bond, which
changes protein conformation as can be observed in Fig. 5(b, c).

p.Ser365Pro variation introduces a novel imino group in
the protein (Fig. 5(d, e)). This imino group will be part of a
transmembrane domain (supplementary Fig. S2) and can
cause a very relevant change in the protein structure by itself.
In this particular case, as this mutation is found in a complex
allele in cis with another mutation, an even stronger impact in
protein function is expected due to a combination of effects.

The remaining missense mutation p.Val694Met is also lo-
cated within a transmembrane region, which is important for
NPC1 (Fig. 5(f) and Fig. 5(g)). This region shows high ho-
mology to the sterol-sensing domains (SSD) of HMG-Co A

Fig. 5 Missense mutations in NPC1 when compared to the wild-type
amino acido residue. Arrows indicate location of wild-type and mutant
amino acid residue in each variant. (a)Wild-type NPC1 protein. (b) Wild-
type residue Cys (cysteine) compared to (c) mutant residue Arg

(arginine). (d) Wild-type residue Ser (serine) compared to (e) mutant
residue Pro (proline). (f) Wild-type residue Val (valine) compared to (g)
mutant residue Met (methionine). Figures were generated by PyMOL 2.0
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reductase that is involved in cholesterol synthesis, and to the
sterol regulatory element-binding protein (SREBP) cleavage-
activating protein (SCAP), which is an activator of a transcrip-
tion factor in cholesterol biosynthesis [11, 29, 30]. The inser-
tion of cholesterol into the lysosomal membrane involves
NPC1 transmembrane domains, including the sterol-sensing
motif that has been identified in other proteins as involved in
cholesterol homeostasis [45]. The majority of mutations in the
SSD region is associated to a severe phenotype [30, 46].

All novel variants were located within conserved regions
when multiple alignment analysis was performed with se-
quences of 10 different species (Fig. 2). These conserved re-
gions imply a requirement of those amino acids for normal
protein structure and/or activity throughout species. In addition,
all novel variations were tested for hydrophobicity prediction
and variations of hydrophobicity levels are expected in each
one. This is further evidence related to protein topology suscep-
tibility associated to novel sequences alterations reported here.

In summary, data provided here contribute to the knowl-
edge of worldwide mutation spectrum associated to NP-C.
Combination ofmolecular analyses with in silico tools, as well
as molecular modeling, can generate a more comprehensive
insight into NP-C associated proteins, with a potential to iden-
tify additional targets to the development of novel therapeutics
for Niemann-Pick type C.
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