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RESUMO 

 

O desenvolvimento de técnicas complementares a métodos experimentais 

clássicos, tais como a cristalografia de raios-X e a ressonância magnética nuclear 

(RMN), capazes de descrever e prever a diversidade estrutural e conformacional de 

carboidratos e glicoconjugados, consiste em um potencial impacto no entendimento 

dos processos biológicos em que estas moléculas estão envolvidas. Neste sentido, o 

presente trabalho tem por objetivo: 1) a validação de um conjunto de parâmetros, 

desenvolvidos no nosso grupo de pesquisas, na reprodução de dados de RMN 

descrevendo a conformação de uma série de glicoproteínas em solução aquosa, e 

2) a avaliação do emprego de geometrias de dissacarídeos em solução como 

modelo para a construção de glicanas complexas, na ausência de dados 

experimentais. Através do emprego de técnicas de modelagem molecular como 

cálculos ab initio, construção de mapas de contorno para dissacarídeos e 

simulações de dinâmica molecular (DM) em escalas de tempo de até 0.1 µs, os 

resultados obtidos confirmam a adequação dos parâmetros gerados na descrição da 

conformação de carboidratos e glicoproteínas. Adicionalmente, sugerem que o 

emprego de populações de confôrmeros de dissacarídos em solução, obtidos 

através de simulações de DM, constitui-se em uma estratégia promissora na 

obtenção de modelos de glicanas condizentes com condições biológicas. 

Esperamos, a partir destas observações, que os resultados obtidos na presente 

dissertação possam contribuir no crescimento do número de trabalhos de DM 

abordando carboidratos e glicoproteínas biológicas e, assim, no crescimento do 

entendimento de processos biológicos nos quais estas biomoléculas estejam 

envolvidas. 
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ABSTRACT 

 

The development of novel techniques, capable of describing and predicting the 

structural and conformational diversity of carbohydrates and glycoconjugates, in 

complement to experimental methods as X-ray crystallography and nuclear magnetic 

resonance (NMR), might bring a potential impact in the comprehension of the 

biological processes in which such molecules are involved. In this context, this work 

aims to: 1) validate a set of parameters, developed by our research group, to 

reproduce NMR data describing the conformation of a series of glycoproteins in 

aqueous solutions; and 2) evaluate the use of solution geometries of disaccharides to 

assemble complex glycans, in the absence of experimental data. Employing 

molecular modelling techniques as ab initio calculations, construction of energy 

contour plots for disaccharides and molecular dynamics (MD) simulations with time 

scales up to 0.1 µs, the obtained results confirm the adequacy of the studied 

parameters to describe the conformation of carbohydrates and glycoproteins. 

Additionaly, such data suggest that the use of solution conformations of 

disaccharides, as obtained through MD simulations, consists in a promissing strategy 

to obtain glycans representation in accordance to biological conditions. We expect, 

with such observations, that the obtained results contribute to increase the number of 

works employing MD simulations of biological carbohydrates and glycoproteins and, 

thus, to raise the comprehension of the biological processes in which such molecules 

are involved. 
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1 Introdução 

1.1 Glicosilação de proteínas 

A glicosilação é uma das modificações de proteínas mais freqüentes que, co- 

e/ou pós-traducionalmente, ocorre em praticamente todos os organismos vivos, 

desde eubactérias até eucariotos, sendo controlada por fatores que mudam 

significativamente entre tipos celulares e espécies (Spiro, 2002). Adicionalmente, 

esse processo é a alteração protéica mais variável (Medvedová & Farkas, 2004), 

podendo abranger uma grande diversidade de aminoácidos e monossacarídeos. Até 

o momento, encontram-se descritos pelo menos cinco tipos de ligações entre 

carboidratos e proteínas, envolvendo treze monossacarídeos e oito aminoácidos 

diferentes (Spiro, 2002): C-glicosilação, fosfoglicosilação, glipiação, O-glicosilação e 

N-glicosilação. 

Tendo sido descritos apenas recentemente, e somente em eucariotos, pouca 

informação encontra-se disponível para dois dos tipos acima citados: a 

fosfoglicosilação (Mehta et al., 1996; Haynes, 1998), em que oligossacarídeos estão 

ligados a resíduos de serina ou treonina via ligações fosfodiéster (Figura 1A); e a C-

manosilação ou C-glicosilação (Hofsteenge et al., 1994; de Beer et al., 1995; Krieg et 

al., 1997; Doucey et al., 1998), na qual um resíduo de α-manose é adicionado ao 

grupamento indol de um triptofano (Figura 1B) presente na primeira posição da 

seqüência consenso Trp-X1-X2-Trp/Cys, sendo que essa ligação é favorecida 

quando X1 é um aminoácido pequeno ou polar (como serina, alanina, glicina ou 

treonina) e desfavorecida quando X1 é fenilalanina ou leucina (Krieg et al., 1998; 

Julenius, 2007).  
 

 

Figura 1: Representação esquemática das ligações entre aminoácidos e 

monossacarídeos na (A) fosfoglicosilação e na (B) C-glicosilação.  
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A glipiação, identificada em eucariotos e arqueas (Spiro, 2002), envolve a 

adição de GPI à região C-terminal de polipeptídeos, que é realizada a fim de ancorar 

algumas glicoproteínas e proteoglicanas a superfícies celulares (Low, 1989; Paulick 

& Bertozzi, 2008). Tal modificação tem início quando da clivagem de um peptídeo 

sinal da região C-terminal da proteína, na qual um grupamento fosfoetanolamina se 

liga ao grupamento carboxi-terminal protéico e ao esqueleto glicídico [α-D-Man-

(1→2)-α-D-Man-(1→6)-α-D-Man-(1→4)-α-D-GlcN-(1→6)-myo-inositol] do GPI, que 

por sua vez está conectado covalentemente a um fosfolipídeo. Uma série de 

modificações (especialmente, ramificações) no esqueleto glicídico do GPI, no 

grupamento fosfoetanolamina e nos possíveis fosfolípideos envolvidos já foram 

identificadas (Paulick & Bertozzi, 2008). Nesse sentido, diversas relações entre a 

estrutura e a atividade associadas a este grupamento tem sido propostas, no 

entanto a única função biológica realmente confirmada para o GPI é a de conferir às 

proteínas um ancoramento estável a membranas (Low, 1989; Low & Saltiel, 1988). 

A N-glicosilação e a O-glicosilação são os tipos de glicosilação mais 

comumente encontrados na natureza, identificadas em eucariotos, arqueas e 

eubactérias (Spiro, 2002; Schmidt et al., 2003; Abu-Qarn et al., 2008). Até hoje, 

vários tipos de N- e O-ligações glicosídicas foram descritas (Figura 2), embora o 

estado anomérico de algumas dessas conexões e determinadas seqüências 

consenso de glicosilação, que indicam o ponto para a adição dos resíduos de 

carboidratos na cadeia polipeptídica, não estejam identificadas (Spiro, 2002). As 

conformações dessas ligações glicosídicas e seus efeitos sobre a estrutura protéica 

consistem em uma ampla área de conhecimento ainda a ser explorada. 

A O-ligação glicosídica é a mais diversa e versátil, considerando-se a elevada 

quantidade de aminoácidos e monossacarídeos envolvidos e que, até o momento, 

poucas seqüências consenso conservadas foram identificadas (Spiro, 2002). No 

entanto, o desenvolvimento de bases de dados e algoritmos de predição (Gupta et 

al., 1999; Li et al., 2006) possibilitaram a identificação de algumas propriedades das 

regiões de O-glicosilação, tais como a preferência por prolina e a aversão por 

aminoácidos aromáticos nas proximidades da ligação glicosídica (Thanka Christlet & 

Veluraja, 2001). Por outro lado, a N-glicosilação possui uma sequência consenso de 

reconhecimento determinada, que inclui a presença do tripeptídeo Asn-X-Ser/Thr na 

superfície da proteína (Hunt & Dayhoff, 1970; Marshall, 1972), onde X pode ser 

qualquer um dos 20 aminoácidos naturais, exceto prolina (Gavel & von Heijne, 1990; 
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Marshall, 1974). Em contrapartida à O-glicosilação, enquanto resíduos de prolina 

impedem a glicosilação (Gavel & von Heijne, 1990; Marshall, 1974), a presença de 

resíduos aromáticos favorecem a N-glicosilação (Thanka Christlet & Veluraja, 2001). 

 

 

Figura 2: Representação diagramática de alguns tipos de N- e O-ligações 

glicosídicas identificados até então. Adaptado de Spiro, 2002. 

 

A síntese de O-ligações glicosídicas é atribuída a várias enzimas diferentes, 

mesmo em eucariotos ou em eubactérias separadamente, de maneira que a ligação 

de carboidratos a proteínas ocorreria através da transferência pós-traducional de 

monossacarídeos isolados – GalNAc, Man, Xyl, Fuc, a aminoácidos que possuam 

um grupamento hidroxila livre – Thr e Ser, principalmente –  em polipeptídeos já 

enovelados (Imperiali & Hendrickson, 1995). 

Por outro lado, a síntese e modificação de oligossacarídeos durante a N-

glicosilação são amplamente estudadas e compreendidas, nas quais, inclusive, 

determinadas enzimas estão relacionadas a etapas específicas do processo 

(Helenius & Aebi, 2001). Essencialmente, essa cascata de eventos começa na face 

citosólica da membrana do RE, onde são ligados alguns dos monossacarídeos 
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constituintes de um tetradecassacarídeo inicial (Figura 3A) que, posteriormente, já 

no lúmen dessa organela, é transferido para a cadeia polipeptídica nascente (Figura 

3D). Em seguida, após o completo enovelamento da glicoproteína, inicia-se o 

processamento desse oligossacarídeo, no complexo de Golgi (Figura 3H), onde tem 

origem a imensa diversidade observada nos glicoconjugados que atingem as 

superfícies celulares (Helenius & Aebi, 2001).  

 

 

Figura 3: Processo de biosíntese de um oligossacarídeo N-ligado do tipo complexo. 

O processo tem início com (A) a adição de monossacarídeos a uma molécula de 

dolicol fosfato ancorada à face citosólica da membrana do RE. Quando sete 

resíduos (duas GlcNAc e cinco Man) estão ligados, (B) este heptassacarídeo é 

revertido ao lúmen do RE e (C) mais sete monossacarídeos são adicionados. Em 

seguida, (D) esse oligossacarídeo é transferido para o polipeptídeo nascente e (E-F) 

pode sofrer ciclos de adição e remoção de resíduos de glicose. Quando a proteína 

(G) estabelece seu correto enovelamento e (H) chega ao complexo de Golgi, (I) 

resíduos de Man são removidos da estrutura glicosídica. Após, (J-K-L) tem início a 

adição de outros resíduos, tais como GlcNAc, Gal e NeuAc. As formas azuis 

representam GlcNAc; as rosas, Man; as vermelhas, Glc; as verdes, Gal; as cinzas, 

NeuAc; e as brancas, Fuc. Adaptado de Helenius & Aebi, 2001. 
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No caso da N-glicosilação, o oligossacarídeo precursor pode ser convertido em 

diferentes tipos de glicanas (Figura 4), dependendo da proteína a que esse 

carboidrato está ligado e de fatores teciduais ou celulares (Spiro, 2002), podendo 

influenciar de maneira variada diversas propriedades de glicoproteínas. Nesse 

contexto, estudos prévios em modelos animais indicaram que os tipos desses 

oligossacarídeos podem mudar durante o desenvolvimento, da mesma forma que se 

identificou que tipos específicos dessas glicanas podem ser expressos em diferentes 

estágios da diferenciação (Cipollo et al., 2005), possivelmente alterando os alvos 

moleculares dessas proteínas e/ou suas atividades (Fukuda, 1991; Saéz et al., 

2001). Modificações similares nos carboidratos presentes em proteínas de superfície 

celular estão associadas com várias patologias, tais como câncer (Couldrey & 

Green, 2000; Takahashi et al., 2008) e um grupo de patologias derivadas de defeitos 

no processo de N-glicosilação, ao que se denomina síndrome de glicoproteínas com 

deficiência de carboidratos (Jaeken & Carchon, 1993). 

 

 

Figura 4: Representação esquemática do (A) tetradecassacarídeo precursor e dos 

três tipos principais de glicanas a que esse oligossacarídeo pode ser convertido 

através de processamento no RE e no complexo de Golgi: (B) tipo complexo, (C) 

tipo híbrido e (D) tipo high-mannose, também chamado de oligomanose. As formas 

azuis representam GlcNAc; as rosas, Man; as vermelhas, Glc; as verdes, Gal; e as 

cinzas, NeuAc. Em linhas tracejadas, é apresentada a estrutura do pentassacarídeo 

central dos oligossacarídeos N-ligados. 
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1.2 Glicoproteínas em processos biológicos 

A forma mais comum na qual diversidade funcional é gerada para proteínas 

consiste na alteração da ordem e composição de seus aminoácidos (Mitra et al., 

2006). No entanto, mesmo com a manutenção dessa organização, um termo 

adicional de variabilidade pode ser adicionado através da glicosilação, de maneira a 

promover efeitos não somente sobre a função, mas sobre diversas outras 

propriedades protéicas (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Efeitos da glicosilação sobre proteínas. 

Propriedades protéicas Efeitos* 

Resistência à proteólise 

Resistência à desnaturação 

Alteração do pH ótimo para atividade 

Aumento de viscosidade da solução 

Diminuição do ponto de congelamento 

Físicas 

Aumento de solubilidade da proteína 

Prevenção de agregação protéica 

Promoção de interação com chaperonas Enovelamento 

Promoção de enovelamento em folhas β 

Mudança de reconhecimento proteína-proteína 

Mudança de reconhecimento proteína-carboidrato 

Alteração na taxa de transporte e secreção 
Atividades biológicas 

Alteração na oligomerização protéica 

* Dados adaptados de Varki, 1993 e Sears & Wong, 1998. 

 

Dentre os possíveis efeitos de carboidratos sobre propriedades protéicas, 

merece destaque o papel de glicanas sobre a dinâmica conformacional de cadeias 

polipeptídicas (Wyss et al., 1996). Tendo em vista a elevada hidrossolubilidade das 

estruturas sacarídicas, o número de glicanas ligadas a proteínas, mais do que a 

composição dessas estruturas, está associada a este efeito (Shental-Bechor & Levy, 

2008). Adicionalmente, o aumento de estabilidade conformacional conferida por 

oligossacarídeos N-ligados a proteínas é atribuído a porções da unidade 

pentassacarídica (Figura 4) mais próxima da ligação à cadeia polipeptídica (Hanson 
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et al., 2009), que é a única parte desses oligossacarídeos que não sofre 

modificações durante seu processamento (Helenius & Aebi, 2001). Da mesma 

forma, a origem desse processo foi relacionada à desestabilização dos estados não-

enovelados da proteína, ao invés da estabilização dos estados protéicos enovelados 

(Shental-Bechor & Levy, 2008). 

Nesse sentido, a glicosilação pode desempenhar papel chave sobre os eventos 

e funções biológicas em que glicoproteínas estejam envolvidas, tais como as de 

enzimas, hormônios, citosinas, fatores de crescimento e fatores de coagulação 

(Varki, 1993). Devido a essa ampla variedade de funções, as glicoproteínas podem 

estar envolvidas em uma série de processos biológicos, tais como adesão celular, 

reconhecimento intercelular, inflamação e resposta imune, da mesma forma que 

podem estar envolvidas com eventos mais específicos, tais como atividade 

anticongelamento (Varki, 1993; Dwek, 1996; Imperiali, 1997; Sears & Wong, 1998). 

A seguir, algumas glicoproteínas serão apresentadas como exemplos da influência 

da glicosilação sobre suas conformações e funções. 

1.2.1 Fator VII da coagulação 
O fator VII da coagulação é um zimogênio que circula no plasma e é ativado 

através da ação catalítica de um outro fator da coagulação, a trombina, de maneira a 

formar o fator VII ativado, ou fVIIa (Hagen et al., 1986). A atividade catalítica de sua 

forma ativa é muito pequena, tornando-se pronunciada somente após sua interação 

com o fator tecidual, uma proteína integral de membrana exposta como 

conseqüência de danos vasculares agudos (Nakagaki et al., 1991), evento 

considerado como a primeira etapa da cascata de coagulação (Butenas e Mann, 

1996). 

A estrutura do fVIIa é formada por uma cadeia pesada, composta por 254 

resíduos de aminoácidos, e uma cadeia leve, de 152 resíduos (Hagen et al., 1986). 

Adicionalmente, há, ainda, quatro sítios de glicosilação: três em sua cadeia leve, 

sendo dois de O-glicosilação (Ser52 e Ser60) e outro de N-glicosilação (Asn145), e o 

último, na cadeia pesada, uma N-glicosilação no resíduo Asn170 (Hansson & 

Stenflo, 2005).  Sua estrutura tridimensional já foi estudada através de cristalografia 

de raios-X, principalmente quando em complexo com o fator tecidual (Banner et al., 

1996). Contudo, pouco se sabe sobre sua conformação quando livre em solução, 

tampouco sobre a influência da glicosilação sobre sua estrutura. Nesse contexto, 
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técnicas de RMN foram utilizadas no estudo de uma parte dessa proteína, o primeiro 

de dois domínios EGF (Kao et al., 1999), localizado na região N-terminal da 

proteína, no qual se observou que a presença de O-glicosilação no resíduo Ser60 

não causa mudanças conformacionais no domínio, mas parece aumentar sua 

afinidade por íons Ca2+, envolvidos na interação do fVIIa completo com o fator 

tecidual. 

1.2.2 CD2 humana 
A proteína CD2 humana, também conhecida como LFA-2, é uma glicoproteína 

transmembrana de aproximadamente 55 kDa, presente em células de defesa, tais 

como células T e células natural killer. Essa molécula é um importante mediador de 

adesão celular e transdução de sinal, função exercida por meio de sua ligação com 

seu receptor, CD58, também conhecido como LFA-3 (Moingeon et al., 1989). 

Embora sua estrutura tridimensional não esteja totalmente elucidada, sua porção 

extracelular, referente a dois domínios ricos em folhas β, já foi estudada através de 

cristalografia de raios-X (PDB ID 1HNF) (Bodian et al., 1994) e seu dominío de 

adesão, que se localiza na porção N-terminal da proteína, foi também avaliada 

através de técnicas de RMN (PDB ID 1GYA) (Wyss et al., 1995). 

A proteína CD2 possui um único sítio de N-glicosilação, localizado no dominio 

de adesão desta glicoproteína. Estudos prévios indicam que o oligossacarídeo 

adicionado à Asn65 dessa proteína é do tipo oligomanose (Wyss et al., 1995), e é 

crucial no desempenho das funções de adesão da molécula (Recny et al., 1992). No 

entanto, embora se conheça a região da proteína CD2 que interage com seu 

receptor alvo (Arulanandam et al., 1993), localizada próxima a um conjunto de folhas 

β antiparalelas, a maneira como a glicosilação afeta as funções da proteína ainda 

não está compreendida. 

1.2.3 CD59 humana 
CD59 é uma glicoproteína de superfície celular que está associada: (1) à 

proteção de células plasmáticas e do endotélio vascular contra lise mediada pelo 

sistema complemento, impedindo a ligação do fator C9 com os complexos C5b-8 e 

C5b-9 (Farkas et al., 2002); (2) atividade regulatória sobre células T e sobre a 

capacidade dessas células em produzir citocinas (Longhi et al., 2005; Longhi et al., 

2006); (3) atividades relacionadas à reprodução e desenvolvimento humano 

(Kimberley et al., 2007). 
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Essa proteína possui entre 18 e 20kDa, com um único sítio de N-glicosilação 

(Asn18) e vários sítios de O-glicosilação. Pertence à família de proteínas Ly-6, ricas 

em cisteínas e ancoradas à membrana através de GPI (Kimberley et al., 2007). 

Nesse contexto, sua estrutura tridimensional foi descrita previamente através de 

técnicas de RMN (PDB ID 1CDQ) (Fletcher et al., 1994) e cristalografia de raios-X 

(PDB ID 2J8B) (Leath et al., 2007), demonstrarando que CD59 é estabilizada por 

cinco pontes dissulfeto e possui um enovelamento com elevado conteúdo de folhas 

β (Figura 5). Adicionalmente, parte de seu oligossacarídeo N-ligado foi observado 

em estudos de RMN, na qual dissacarídeos (PDB ID 1CDS) ou trissacarídeos (PDB 

ID 1CDR) foram detectados em uma isoforma solúvel da proteína (Fletcher et al., 

1994), que é excretada via urina. 

 

 

Figura 5: Estruturas da proteína CD59 obtidas a partir de (A) cristalografia de raios-X 

e (B) RMN, mostrando suas cinco pontes dissulfeto (linhas amarelas), e seu 

enovelamento, rico em folhas β com uma α-hélice lateral. 

1.2.4 hCG 
A gonadotrofina coriônica humana é um hormônio composto por duas 

subunidades glicoprotéicas, denominadas α-hCG e β-hCG que, em mulheres 

grávidas, possui a função de estimular o corpo lúteo, presente nos ovários, a 

produzir progesterona (Talwar, 1979). Enquanto a subunidade α possui 92 

aminoácidos e é N-glicosilada em duas posições, Asn52 e Asn78, a subunidade β 

possui 145 aminoácidos, sendo N-glicosilada nas posições Asn13 e Asn30 e O-
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glicosilada nas posições Ser121, Ser127, Ser132 e Ser138 (Kessler et al., 1979a; 

Kessler et al., 1979b). A interação dessas duas glicoproteínas forma um complexo 

rico em folhas β (Figura 6A), estabilizadas, principalmente, por interações 

hidrofóbicas, como determinado em estudos de cristalografia de raios X (PDB ID 

1HCN e 1HRP) (Lapthorn et al., 1994; Wu et al., 1994). 

 

 

Figura 6: Representação das estruturas (A) cristalográfica do hormônio hCG (PDB ID 

1HCN), com as subunidades α (azul) e β (cinza) ligadas, formando a molécula 

completa, e da provável estrutura da (B) subunidade α isolada (vermelho), com 

reduzido conteúdo de estrutura secundária. 

 

Os hormônios glicoprotéicos heterodiméricos, que compreendem, além da 

molécula supracitada, os hormônios luteinizante, folículo-estimulante e tireo-

estimulante, possuem como característica a presença de uma mesma cadeia α, 

sendo diferenciados, portanto, por suas cadeias β, que são codificadas por uma 

série de genes altamente homólogos arranjados in tandem. Adicionalmente, a 

glicosilação dessas proteínas foi relacionada com a regulação da combinação 

dessas subunidades (Blithe et al., 1995). Nesse contexto, também são atribuídas à 

subunidade α isolada atividades independentes, tais como indução de produção de 

prolactina (Begeot et al., 1984). Sua estrutura já foi determinada por técnicas de 
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RMN (PDB ID 1HD4) (Erbel et al., 2000), indicando, juntamente a outros estudos (de 

Beer et al., 1996), que no estado não complexado tal proteína possui um reduzido 

conteúdo de estrutura secundária em relação ao seu estado ligado às cadeias de β-

hCG (Figura 6B). 

1.3 Carboidratos em processos biológicos 

O papel de carboidratos sobre fenômenos biológicos não se restringe aos 

compostos mencionados anteriormente. Nesse sentido, embora grande parte dos 

eventos biológicos esteja envolvida com estruturas protéicas, estruturas sacarídicas 

vêm sendo identificadas como moléculas importantes em alguns desses processos 

(Varki, 1993; Dwek, 1996). Além da participação no metabolismo de glicídios, que 

gera grande parte da energia – na forma de trifosfato de adenosina, ou ATP – a ser 

utilizada pelo organismo, carboidratos podem desempenhar papéis importantes no 

metabolismo, sem envolvimento na geração de energia, tais como compor a parede 

celular de bactérias, fungos e plantas (Fincher, 2009; Latgé, 2007), auxiliar na 

reação acrossômica do esperma de espécies de ouriço-do-mar (Alves et al., 1997; 

Alves et al., 1998; Vilela-Silva et al., 1999; Vilela-Silva et al., 2002) e participar na 

mediação do reconhecimento intercelular (Misevic & Burger, 1990a; Misevic & 

Burger, 1990b).  

Por exemplo, galactanas e fucanas são polissacarídeos sulfatados que estão 

entre os carboidratos mais abundantes de origem não-mamífera encontrados na 

natureza (Pereira et al., 2002b; Melo et al., 2004). São constituídas de unidades de 

repetição compostas, respectivamente, por galactose e fucose, que podem 

apresentar variação em seus estados anoméricos e isomeria (D- ou L-), tendo como 

principais fontes de obtenção as algas marinhas. Nesses organismos, estes 

polissacarídeos são componentes da parede celular (Lahaye, 2001), possuindo 

estruturas heterogêneas e complexas, tornando-os, portanto, compostos de difícil 

elucidação estrutural (Patankar et al., 1993; Mulloy et al., 1994). Em contrapartida, 

outra fonte de obtenção de galactanas e fucanas são os invertebrados marinhos, 

principalmente espécies de ouriço-do-mar, tais como Glyptocidaris crenulatis e 

Echinometra lucunter, em que esses polissacarídeos apresentam estruturas simples, 

lineares e regulares (Figura 7), ou seja, com unidades de repetição, padrões de 

sulfatação e posição de ligações glicosídicas bem definidas. Em ouriços-do-mar, tais 

polissacarídeos encontram-se relacionados com a reação acrossômica do esperma, 
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sendo, inclusive, indutores espécie-específicos desse evento (Alves et al., 1997; 

Alves et al., 1998; Vilela-Silva et al., 1999; Vilela-Silva et al., 2002). Adicionalmente, 

alguns destes polissacarídeos possuem promissora atividade anticoagulante quando 

testados em modelos animais (Pereira et al., 1999). 

 

 

Figura 7: Estrutura de galactanas obtidas de diferentes espécies de ouriço-do-mar: 

(A) G. crenularis, onde a unidade de repetição consiste em um dissacarídeo 

contendo resíduos de β-D-galactose unidos através de ligações glicosídicas β1→3 e 

sulfatados na posição C-2 intercaladamente; e (B) E. lucunter, em que α-L-

galactoses sulfatadas na posição C-2 estão unidas através de ligações glicosídicas 

α1→3. 

 

Outro exemplo envolve os GAGs, uma família de polissacarídeos sulfatados 

lineares, compostos por unidades de repetição dissacarídicas que podem variar na 

composição básica de resíduos, em termos de ligação glicosídica e padrões de 

acetilação e sulfatação (Gama & Hsied-Wilson, 2005; Handel et al., 2005). Tais 

moléculas são geralmente encontradas covalentemente ligadas a proteínas na 

superfície celular ou na matriz extracelular (Imberty et al., 2007). Adicionalmente, 

podem estar relacionados com uma série de processos biológicos, tais como 

desenvolvimento neuronal, sinalização celular, facilitação de oligomerização, 

prevenção à proteólise e adesão celular (Handel et al., 2005). Podem ser divididos 

em quatro tipos, classificados de acordo com as suas unidades de repetição: (1) 

condroitina/dermatan sulfato; (2) queratan sulfato; (3) ácido hialurônico; e (4) 

heparina/heparan sulfato. Nesse contexto, a heparina, um dos componentes desse 

último grupo, atraiu grande atenção pelo seu potencial terapêutico, sendo composta 

por resíduos de ácido idurônico (IdoA), ácido glicurônico (GlcA) e glicosamina (GlcN) 
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(Silva & Dietrich, 1975), que podem apresentar diferentes padrões de sulfatação 

dependendo do tecido e do organismo de origem deste carboidrato (Nader et al., 

2001). Tal polissacarídeo vem sendo utilizado clinicamente há mais de 40 anos 

como agente anticoagulante e antitrombótico (Jacques, 1979), atuando através da 

potenciação da atividade da antitrombina sobre proteases da cascata de coagulação 

(Choay et al., 1983; Danielsson et al., 1986) (Figura 8). 

 

 

Figura 8: Representação do pentassacarídeo mínimo necessário para que a 

heparina tenha atividade potencializadora sobre AT. Nessa estrutura, o 

oligossacarídeo é composto por resíduos de IdoA 2-sulfatado, glicosamina 2,6 

dissulfatada e ácido glicurônico não sulfatado. 

1.4 Estudos da estrutura e conformação de glicanas e polissacarídeos 

A conformação de carboidratos é usualmente descrita de acordo com as 

recomendações da IUPAC (IUPAC-IUB, 1980; IUPAC-IUB, 1983), segundo as quais 

o arranjo espacial dos átomos de um monossacarídeo piranosídico, em sua forma 

cíclica, é determinado por uma letra maiúscula, em itálico, designando a forma do 

anel, e por números, responsáveis pela distinção das possíveis variantes 

conformacionais para um mesmo resíduo, como nas formas de cadeira 4C1 e 1C4 

(Figura 9A e 9B). Adicionalmente, monossacarídeos podem assumir os estados 

configuracionais dextrógiro (D-) ou levógiro (L-), que diferenciam-se pela organização 

espacial de seus substituintes (Figura 9C e 9D), e podem ser encontrados, ainda, 

nos estados anoméricos α e β, no que tange à posição axial ou equatorial de seu 

substituinte na posição C1 (Figura 9D e 9E). 

Várias técnicas experimentais vêm sendo aplicadas no estudo de 

glicoproteínas e polissacarídeos. No contexto do uso de cristalografia de raios-X, a 

flexibilidade conformacional dos oligossacarídeos, estejam eles livres ou ligados à 

superfície da proteína, geralmente dificulta a formação de cristais (Bohne-Lang & 

von der Lieth, 2002; Petrescu et al., 2006). Adicionalmente, no caso de 
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glicoproteínas, quando os cristais são obtidos, o mapa de densidade eletrônica é 

prejudicado pela alta mobilidade dessas glicanas, compromentendo sua correta 

determinação conformacional e configuracional (Petrescu et al., 1999). Dessa forma, 

não são incomuns erros na determinação do estado anomérico, conformações 

distorcidas de monossacarídeos (Lütteke et al., 2004), ou na orientação relativa de 

dois resíduos unidos através de uma ligação glicosídica (Lütteke, 2009). 

 

 

Figura 9: Variantes conformacionais e configuracionais associados a 

monossacarídeos: conformação do anel piranosídico (A e B), estados levógiro (C) ou 

dextrógiro (D) e estado anomérico α ou β (D e E). Nessa representação, a glicose é 

usada como modelo. 

 

Por outro lado, com o emprego de técnicas de RMN são obtidas estruturas que 

representam as conformações observadas em solução para as moléculas em 

estudo. No entanto, uma determinação conformacional precisa de carboidratos, 

utilizando essa metodologia, só é possível se forem obtidos três ou mais sinais de 

NOE interresíduos em uma ligação glicosídica (Wormald et al., 2002), o que, na 

maioria das vezes, não permite a determinação conformacional de oligossacarídeos 

maiores que uma dezena de resíduos (Tabela 2). Adicionalmente, é importante 

considerar que os sinais de NOE são medidos em uma escala de tempo que varia 

entre 50 ms e 1 s, o que não afeta a determinação conformacional de moléculas 

rígidas, mas, em sistemas flexíveis, ou que coexistem em dois ou mais subestados 

conformacionais, acarreta em resultados que representando propriedades 
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conformacionais médias dessas moléculas (Woods, 1998; Wormald et al., 2002), o 

que não necessariamente corresponde aos subestados conformacionais existentes 

em solução. 

 

Tabela 2: Estruturas tridimensionais de glicoproteínas e polissacarídeos 

determinados por RMN. 

Moléculas 

Geral Específicaa 

Número de 

monossacarídeosb 

Código 

PDB 

α-hCG 9 1HD4 

Domínio de adesão – CD2  9 1GYA 

Calcitonina 8 1BZB 

Domínio extracelular – CD152  4 1AH1 

CD59 3 1CDR 

Conotoxina – Conus textile 2 1WCT 

Domínio EGF – fVIIa 1 1FF7 

Domínio lectina – Latrofilina 1 2JXA 

Domínio – Fibronectina 1 1E88 

Domínio – Fibronectina 1 2FN2 

Toxina – Corynespora cassiicola 1 2HGO 

Glicoproteína 

Domínio EGF – Trombomodulina 1 1DQB 

Heparina 12 1HPN 
Polissacarídeo 

Ácido hialurônico 8 2BVK 
a Referências, em ordem de aparecimento: Erbel et al., 2000; Wyss et al., 1995; 

Hashimoto et al., 1999; Metzler et al., 1997; Fletcher et al., 1994; Rigby et al., 1999; 

Kao et al., 1999; Vakonakis et al., 2008; Pickford et al., 2001; Sticht, et al., 1998; 

Barthe et al., 2007; Wood et al., 2000; Mulloy et al., 1993; Almond et al., 2006; 
b Número de monossacarídeos unidos em um único oligossacarídeo. 

1.5 Caracterização conformacional de biomoléculas através de dinâmica 

molecular (DM) 

O uso de simulações de DM, um procedimento de simulação que consiste na 

computação do movimento dos átomos em uma molécula, iniciou-se há mais de 30 

anos para sistemas biológicos, com o estudo de um sistema protéico envolvendo um 

inibidor de tripsina pancreática bovina (McCammon et al., 1977). Atualmente, 
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consiste em uma ferramenta amplamente difundida, que é empregada na 

investigação da estrutura e dinâmica de biomoléculas em geral, abrangendo estudos 

que envolvem desde a interação de compostos às suas proteínas-alvo, 

desnaturação e enovelamento protéicos (Ponder & Case, 2003), até o estudo de 

exopolissacarídeos bacterianos (Sampaio-Nogueira et al., 2005). 

A integração da equação de movimento de Newton d2ri(t)/dt2=Fi /mi, sendo 

d2ri(t)/dt2 a aceleração, mi a massa e Fi a força sobre um determinado átomo i, é a 

característica fundamental dos cálculos de DM que, quando realizada 

sucessivamente e sobre todos os átomos do sistema, gera uma trajetória de 

movimento das moléculas em estudo, ou seja, uma seqüência de diferentes 

posições dos átomos em função do tempo (Leach, 2001). 

Esta integração é realizada de forma que uma força Fi acarreta uma aceleração 

sobre um determinado átomo i e, em conseqüência, causa uma mudança de sua 

posição num intervalo de tempo ∆t relativo à aceleração. No entanto, considerando 

somente tal equação, não é possível determinar o módulo e a direção da força Fi 

sobre os átomos do sistema, nem sua relação com as características químicas de 

cada molécula em estudo (Leach, 2001). Dessa forma, tais parâmetros são 

calculados em função de mudanças na energia potencial entre a posição atual e a 

posição seguinte (a que representará o próximo passo da simulação) sobre cada 

átomo separadamente. Esta superfície de energia potencial representa a energia de 

cada molécula, sendo descrita pelo denominado Campo de Força.  

O campo de força pode ser definido como um conjunto de funções e 

parametrizações usadas em cálculos de mecânica molecular (de Sant’Anna, 2002). 

Estas funções (Figura 10) definem as energias de estiramento de ligação e de 

distorção de ângulo de ligação (tanto de valência quanto de diedro) de uma molécula 

quando comparadas com a sua conformação não tensionada (aquela caracterizada 

pelos valores-padrão de comprimentos e de ângulos de ligação). Nesse contexto, os 

campos de força, juntamente com possíveis termos adicionais de, por exemplo, 

interação entre átomos não ligados, de efeitos eletrostáticos, de ligação de 

hidrogênio e de outros efeitos estruturais, expressam o somatório das funções de 

energia potencial de cada átomo (Leach, 2001) e calculam a energia dos sistemas 

em função das posições dos núcleos dos átomos, representados por esferas, 

estando os covalentemente ligados, por sua vez, unidos por molas.  
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Figura 10: Funções de energia que compõe campos de força. De cima para baixo 

estão representadas as equações que descrevem o estiramento de ligações 

químicas, ângulos de ligação, diedros e interações intermoleculares (interações 

eletrostáticas/Coulômbicas e interações de van der Waals, também identificadas 

como potencial de Lennard-Jones). Adaptado de Verli, 2004. 

 

Diversos campos de força estão disponíveis para simulações de DM, estando a 

maioria parametrizada para o estudo de proteínas. Dentre estes, merecem 

destaque, por seu amplo uso na literatura, AMBER (Case et al., 2005), CHARMM 

(MacKerell et al., 1998), CVFF (Kitson & Hagler, 1988), TRIPOS (Clark et al., 1989), 

OPLS (Jorgensen et al., 1988) e GROMOS96 (van Gunsteren et al., 1996). No 

entanto, embora a maioria dos campos de força disponíveis seja capaz de lidar com 

proteínas, ou seja, levar uma estrutura conhecida a uma evolução temporal, existe 

uma carência de parâmetros específicos para outras classes de biomoléculas, tais 

como ácidos nucléicos, lipídios, compostos sintéticos e carboidratos. Particularmente 

nesse último caso, a presença de diversos grupos altamente polares, a elevada 

flexibilidade e as diferenças nas propriedades eletrônicas que podem ocorrer 

durante modificações conformacionais dificultam a parametrização de campos de 

força para estes compostos (Pérez et al., 1998). Adicionalmente, estudos 

comparando alguns dos principais campos de força para carboidratos atualmente 
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disponíveis indicam que nenhum deles é consistentemente melhor que os demais, 

mas que abordagens específicas, seguidas por cada um deles, podem ser melhores 

para estudar diferentes aspectos desses compostos (Martín-Pastor et al., 1996; 

Peréz et al., 1998; Corzana et al., 2003; Hemmingsen et al., 2004). 

Nesse sentido, o Grupo de Bioinformática Estrutural vem se dedicando ao uso 

e desenvolvimento de parâmetros para campos de força de MM para a descrição e 

caracterização de carboidratos em geral. Esse empenho centra-se na 

parametrização do campo de força GROMOS96, que teve início com a escolha de 

um esquema de cargas adequado para a descrição desses compostos (Verli & 

Guimarães, 2004; Becker et al., 2005) e possibilitou a realização de simulações por 

DM da heparina (Verli & Guimarães, 2004). Após estes estudos, criaram-se as 

condições necessárias para a descrição do complexo entre um pentassacarídeo 

sintético, derivado de heparina, e antitrombina (Verli & Guimarães, 2005), da mesma 

forma que a realização de estudos envolvendo a identificação das forças 

responsáveis pelo equilíbrio conformacional do resíduo IdoA, presente na estrutura 

da heparina (Pol-Fachin & Verli, 2008). Adicionalmente, outros trabalhos nessa linha 

incluem a caracterização da conformação de α-fucanas e α-galactanas de ouriço-do-

mar (Becker et al., 2007).  

Embora o desenvolvimento e aprimoramento de campos de força para 

carboidratos estejam crescendo gradativamente nos últimos anos, a adequação 

desses parâmetros no estudo de glicoconjugados, tais como glicoproteínas, ainda 

encontra-se bastante incipiente. Isso pode ser evidenciado pelo pequeno número de 

estudos envolvendo DM de glicoproteínas (Tabela 3), incluindo: (1) uma lectina de 

Erythrina corallodendron (Naidoo et al., 1997) e glicopeptídeos derivados da proteína 

viral gp120 (Huang et al., 1997), utilizando o campo de força CHARMM (Ha et al., 

1988); (2) MHC de classe I (Mandal & Mukhopadhyay, 2001), através dos 

parâmetros do CVFF (Hwang et al., 1998); e (3) prions de camundongo (Wong et al., 

2000) e humano (Zuegg & Gready, 2000), uma glicoproteína anticongelamento 

(Nguyen et al., 2002), o fator da coagulação humana VII (Perera et al., 2002), 

glicopeptídeos derivados de hemaglutinina (Bosques et al., 2004) e mucina humana 

(Rubinsten et al., 2004), utilizando campos de força AMBER (Woods et al., 1995; 

Kirschner et al., 2008). 
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Tabela 3: Estudos envolvendo DM de glicoproteínas 

Glicoproteína / glicopeptídeoa Glicosilação Campo de Força 

Lectina de E. corallodendron N- CHARMM 

Glicopeptídeos derivados de gp120 N- e O- CHARMM 

MHC de classe I N- CVFF 

Prion de camundongo N- AMBER 

Prion humano N- AMBER - GLYCAM 

Glicoproteína anticongelamento 8 O- AMBER - GLYCAM 

fVII da coagulação humana O- AMBER - GLYCAM 

Glicopeptídeo derivado de hemaglutinina N- AMBER - GLYCAM 

Glicopeptídeo derivado de mucina humana O- AMBER - GLYCAM 
a Referências, em ordem de aparecimento: Naidoo et al., 1997; Huang et al., 1997; 

Mandal & Mukhopadhyay, 2001; Wong et al., 2000; Zuegg & Gready, 2000; Nguyen 

et al., 2002; Perera et al., 2002; Bosques et al., 2004; Rubinsten et al., 2004. 

 

Embora exista uma série de campos de força sendo utilizados para descrever 

a conformação de glicoproteínas e polissacarídeos, com destaque para os 

parâmetros AMBER – GLYCAM, a utilização desses campos de força geralmente 

exige uma grande capacidade computacional, impedindo uma busca suficientemente 

ampla pelo espaço conformacional dessas moléculas. Por consequência, a 

descrição conformacional desses sistemas fica prejudicada e, assim, a 

confiabilidade das predições realizadas. Nesse sentido, o desenvolvimento e/ou 

aprimoramento de campos de força, capazes de gerar respostas mais rápidas e 

suficientemente precisas em relação a dados experimentais prévios, consiste em 

uma promissora estratégia para a descrição e predição conformacional de 

carboidratos e glicoconjugados através de simulações de DM. Adicionalmente, no 

caso específico do campo de força GROMOS96, tais parâmetros estão baseados 

em ferramentas disponíveis gratuitamente, já tendo demonstrado, em trabalhos 

prévios, que podem ser utilizados na determinação de GAGs complexos, da mesma 

forma que na interação dos mesmos com suas moléculas alvo e na descrição da 

conformação de proteínas. 
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2 Objetivos 

A partir do exposto, o presente trabalho se insere no contexto da 

caracterização conformacional de polissacarídeos e glicoproteínas através de 

técnicas de MM. Nesse contexto, o trabalho visa comparar o comportamento 

conformacional de glicoproteínas, determinadas por RMN, com o obtido através de 

simulações de DM, empregando uma estratégia de parametrização de carboidratos 

previamente descrita pelo grupo, compatível com o pacote de simulação 

GROMACS, tendo em vista sua elevada velocidade e baixo custo. Ainda, o trabalho 

visa confrontar a geometria das ligações glicosídicas dos oligossacarídeos que 

compõe tais glicoproteínas com as obtidas através de simulações de DM dos 

dissacarídeos isolados. Espera-se, a partir dos resultados obtidos, validar a 

estratégia empregada e, desta forma, subsidiar futuros estudos de outros sistemas 

envolvendo glicoproteínas, na ausência de dados experimentais prévios. Dessa 

forma, as seguintes metas foram estabelecidas: 

• Caracterização das propriedades conformacionais de uma β-galactana 

em comparação com as de uma α-galactana, ambas de ouriço-do-mar; 

• Viabilização da descrição computacional de glicoproteínas unidas a 

oligossacarídeos N- e O-ligados; 

• Viabilização da predição conformacional de oligossacarídeos ligados a 

proteínas através de DM; 

 



 

 

21

3 Metodologia 

3.1 Programas utilizados 

Diversas metodologias de modelagem molecular foram utilizadas no presente 

trabalho, incluindo MM, DM e métodos ab initio. Os protocolos referentes a cada um 

destes métodos estão descritos em detalhes a seguir. 

Os programas utilizados incluem: 

• Ferramentas de visualização de moléculas: VMD v1.8.6 (Humphrey et 

al., 1996), PyMol v0.99 (DeLano, 2002) e MOLDEN (Schaftenaar & 

Noordik, 2000); 

• Programa para cálculo ab initio: GAMESS (Schmidt et al., 1993); 

• Programa para construção de mapas de contorno e simulações de 

dinâmica molecular: GROMACS v3.3.3 (van der Spoel et al., 2005); 

• Programa para geração de topologias: PRODRG Beta v2.5 

(Schuettelkopf & van Aalten, 2004); 

• Programas para análise de estrutura secundária: PROCHECK 

(Laskowski et al., 1993).  

3.2 Cálculos utilizando métodos ab initio 

Uma importante etapa na parametrização de campos de força de mecânica 

molecular é a obtenção de cargas atômicas para as moléculas em estudo. Nesse 

sentido, nosso grupo de pesquisas vem aplicando, com sucesso, um procedimento 

baseado em cargas atômicas de Löwdin, obtidas por cálculos Hartree Fock, na 

descrição conformacional de polissacarídeos sulfatados (Verli & Guimarães, 2004; 

Becker et al., 2005) e monossacarídeos componentes de glicanas (Becker, 2007).  

Tendo-se em vista o elevado custo computacional associado aos métodos ab 

initio, as moléculas utilizadas para a obtenção destas cargas atômicas foram 

simplificadas para incluírem somente os resíduos em suas formas isoladas e quando 

envolvidos nas ligações glicosídicas entre aminoácidos (Asn e Ser) e 

monossacarídeos (GlcNAc e Fuc). Dessa forma, tais resíduos foram construídos 

utilizando o programa Molden (Schaftenaar, 1997) e, posteriormente, submetidos a 

cálculos de minimização de energia utilizando a base HF/3-21G no programa 

GAMESS (Schmidt et al., 1993). As conformações de mínimo de energia então 
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obtidas foram empregadas como geometrias de entrada para cálculos single point 

na base HF/6-31G**, de forma a gerar cargas atômicas segundo o esquema de 

Löwdin (no item de anexos 9.3, encontram-se as cargas atômicas obtidas para os 

grupamentos estudados até então). 

3.3 Construção de mapas de contorno por mecânica molecular 

As preferências conformacionais de dissacarídeos foram avaliadas através de 

mapas de contorno, análogos aos mapas de Ramachandran, utilizando campos de 

força de mecânica molecular. Nesse contexto, utilizando como base os parâmetros 

do campo de força GROMOS96 (van Gunsteren et al., 1996) e as cargas atômicas 

de Löwdin, na base HF/6-31G** (Verli & Guimarães, 2004; Becker et al., 2005), 15 

mapas de contorno foram calculados a partir da rotação dos diedros componentes 

de 13 ligações glicosídicas de dissacarídeos (Tabela 4). 

 

Tabela 4: Dissacarídeos estudados 

Ligação Glicosídica 
Mínimos de energia 

refinados em solução 

Tempo total de 

simulação 

α-D-Man-(1→2)-α-D-Man 2 0.2 µs 

β-D-GlcNAc-(1→2)-α-D-Man 2 0.2 µs 

α-L-Gal-(1→3)-α-L-Gal 3 0.3 µs 

α-L-Gal2S-(1→3)-α-L-Gal2S 1 0.1 µs 

β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal 5 0.5 µs 

   β-D-Gal2S-(1→3)-β-D-Gal 2 0.2 µs 

       β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal2S 2 0.2 µs 

α-D-Man-(1→3)-α-D-Man 2 0.2 µs 

       β-D-Gal-(1→4)-β-D-GlcNAc 2 0.2 µs 

      β-D-Man-(1→4)-β-D-GlcNAc 2 0.2 µs 

β-D-GlcNAc-(1→4)-β-D-GlcNAc 4 0.4 µs 

       α-L-Fuc-(1→6)-β-D-GlcNAc 3 0.3 µs 

α-D-Man-(1→6)-α-D-Man 2 0.2 µs 

13 dissacarídeos 32 confôrmeros 3.2 µs 

 

Dessa forma, no caso de ligações 1→2, 1→3 e 1→4, os ângulos Φ e Ψ foram 

rotados de -180º a 150º, em passos de 30º, gerando um total de 144 confôrmeros 

para cada dissacarídeo. No caso de ligações 1→6, como a ligação glicosídica é 
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composta por três diedros: Φ, Ψ e ω, foram gerados 144 confôrmeros para cada par 

de ângulos, ou seja, 144 para o par Φ versus Ψ e 144 para o par Ψ versus ω. Para 

todos esses tipos de ligação, durante a geração dos confôrmeros, utilizam-se 

restrições (diedros impróprios) somente para os diedros da ligação glicosídica em 

estudo, de maneira que tais ângulos são fixados em cada uma das 144 possíveis 

combinações dos dois diedros em estudo, enquanto o restante da molécula 

encontra-se livre para ter sua energia minimizada. O protocolo utilizado para tal 

envolve uma minimização de energia utilizando o algoritmo de gradiente conjugado 

e, em seguida, uma DM com duração de 20 ps a temperatura de 10K e tempo de 

integração de 0,5 fs a fim de reforçar a busca pelo arranjo mais estável da 

conformação avaliada (Becker et al., 2007; Pol-Fachin & Verli, 2008). Os valores de 

energia das 144 conformações de cada par de diedros são então empregados na 

construção de um mapa de contorno, considerando-se a estabilidade relativa à 

conformação mais estável de todas. 

3.4 Simulações de DM 

3.4.1 Protocolo de simulação 

O protocolo geral de simulação foi baseado em procedimentos previamente 

descritos (de Groot & Grubmüller, 2001). Todas as simulações foram realizadas à 

temperatura fisiológica (310K), com duração variável, de acordo com o sistema em 

estudo (de 50 a 100 ns) (Tabelas 4 e 5). Cada molécula (proteína, glicoproteína ou 

dissacarídeo) foi solvatada numa caixa retangular utilizando condições periódicas de 

contorno, empregando o modelo de água SPC (Berendsen et al., 1987). Contra-íons 

(cloreto ou sódio) foram adicionados, conforme a necessidade, de forma a 

neutralizar as cargas dos sistemas estudados. O método Lincs (Hess et al., 1997) foi 

aplicado na restrição de ligações covalentes de forma a permitir um passo de 

integração de 2 fs, enquanto as interações eletrostáticas foram calculadas utilizando 

o método Particle-Mesh Ewald (PME, Darden et al., 1993), utilizando raios de corte 

de Coulomb e de van der Waals de 9 Å. A temperatura e a pressão do sistema 

foram mantidas constantes através do acoplamento do soluto, íons e solvente a 

banhos externos de temperatura e pressão, utilizando constantes de acoplamento 

de, respectivamente, τ = 0,1 ps e τ = 0,5 ps (Berendsen et al., 1984). A constante 

dielétrica do meio foi tratada como ε = 1. 
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Tabela 5: Proteínas e glicoproteínas estudadas 

Proteína / Glicoproteína 
Modelos 

simulados 

Tempo total 

de simulação 

Domínio EGF-like não glicosilado – PDB 1F7E 1 0.05 µs 

CD59 não glicosilado – PDB 1CDQ 1 0.05 µs 

Domínio de adesão CD2 não glicosilado – PDB 1CDB 1 0.05 µs 

α-hCG não glicosilada – PDB 1DZ7 1 0.05 µs 

Domínio EGF-like glicosilado – PDB 1FF7 1 0.05 µs 

CD59 glicosilada – PDB 1CDR 2 0.1 µs 

CD59 glicosilada – PDB 1CDS 1 0.05 µs 

Domínio de adesão CD2 glicosilado – PDB 1GYA 2 0.1 µs 

α-hCG glicosilada – PDB 1HD4 2 0.1 µs 

9 moléculas 12 modelos 0.6 µs 

 

As simulações por DM podem ser divididas em três etapas: termalização, 

equilibração e recolhimento de dados. A primeira delas envolve o aquecimento 

gradativo do sistema, visando uniformizar as energias contidas na estrutura 

cristalográfica ou de RMN e, desta forma, evitar deformações nas moléculas em 

estudo. Nesta etapa, após 1 ps de restrição de posição, cada sistema foi aquecido 

lentamente de 50 K a 310 K, de maneira que, em cada um dos seis passos de 5 ps, 

há o aumento da temperatura em 50 K (Figura 11). Após a termalização do sistema, 

a simulação prossegue na temperatura de equilíbrio de 310 K, pelo tempo 

estipulado. 

 

 

Figura 11: Esquema das etapas que compõe as simulações de DM a 310K. De 0ps 

a 30ps, uma série de etapas, de 5ps cada, aquece lentamente o sistema em 

incrementos de 50K. Após 30ps, o sistema está a 310K e se mantém nesta 

temperatura pelo resto da simulação (Verli, 2005).  
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3.4.2 Construção de topologias 

A topologia é um arquivo contendo parâmetros que descrevem as propriedades 

atômicas de uma determinada estrutura química por meio da descrição da força e 

tipo de cada ligação química, ângulos de ligação e de diedros, assim como os 

parâmetros de Lennard Jones e as cargas atômicas. Desta forma, e considerando a 

ausência de topologias previamente existentes, no campo de força GROMOS96 

43a1, para a maioria dos resíduos de carboidratos empregados neste estudo, e 

visando viabilizar os objetivos traçados, utilizou-se uma ferramenta de construção de 

topologias denominada PRODRG (Schuettelkopf & van Aalten, 2004). 

O PRODRG é um servidor que funciona na World Wide Web, gerando um 

arquivo de topologia para os sistemas de interesse a partir de um arquivo PDB que 

contenha sua estrutura. Esta ferramenta, no entanto, gera somente um conjunto de 

parâmetros iniciais, que necessitam de alguns refinamentos, que incluem o 

acréscimo de cargas atômicas, calculadas por métodos ab-initio (descrito no item 

3.2), e a adição de diedros impróprios (Tabela 6), necessários para preservar os 

estados conformacionais (4C1 ou 1C4) dos monossacarídeos em decorrência do 

emprego do campo de força GROMOS96 43a1. Estes diedros impróprios, além de 

manter a integridade conformacional do anel em estudo, de acordo com dados 

experimentais, tornam possíveis também mudanças no estado conformacional de 

uma piranose ou furanose, por exemplo, de forma a explorar o papel de diferentes 

estados conformacionais em um determinado fenômeno biológico (Verli & 

Guimarães, 2005). 

No item 9.4, estão descritas topologias, parametrizadas em função desta 

dissertação, para uma série de monossacarídeos que compõe glicoproteínas e para 

os aminoácidos em que a parte sacarídica dessas moléculas está ligada. 

3.4.3 Validação das simulações de DM 

A confiabilidade das predições baseadas em cálculos de DM depende, 

principalmente, da precisão do campo de força utilizado e do tamanho da 

amostragem do espaço conformacional realizada durante a simulação, que 

necessita ser suficientemente ampla para descrever as propriedades do sistema 

(van Gunsteren & Mark, 1998). De modo geral, o teste final do modelo teórico 

produzido reside na sua comparação com propriedades experimentais, ou seja, a 

precisão do método é julgada a partir da observação ou constatação, nas 
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simulações realizadas, de quão precisas são reproduzidas quantidades conhecidas 

(van Gunsteren & Berendsen, 1990; Karplus & Petsko, 1990). Dessa forma, a 

validação dos resultados obtidos nas simulações de DM foi realizada através da 

comparação com dados experimentais prévios, com destaque para estruturas 

cristalográficas, dados bioquímicos e, principalmente, conformações oriundas de 

experimentos de RMN, assim como através da observação da estabilidade dos 

sistemas estudados, ou seja, pela manutenção, durante as simulações, de 

propriedades que incluem estrutura secundária, energia, densidade e volume.  

 

Tabela 6: Definição dos diedros impróprios utilizados para definir a conformação dos 

monossacarídeos contidos nos sistemas simulados. 

 

Ângulos (em graus) Seqüência de átomos 

definindo o diedroa 4C1 
1C4 

5 – 2 – 4 – 1 2,0 -2,0 

5 – 2 – 3 – 1 23,0 -23,0 

5 – 2 – 3 – 6 -2,0 2,0 
a Na figura, a glicose é utilizada como modelo. 
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4 Resultados 

4.1 Preâmbulo 

Os resultados obtidos serão apresentados a seguir na forma dos trabalhos 

submetidos ou publicados durante a realização da presente Dissertação. Estes 

trabalhos estão citados abaixo, assim como uma breve descrição sobre cada um.  
 

• Michelle O. de Castro, Vitor H. Pomin, Livia L. dos Santos, Ana Cristina E. 

S. Vilela-Silva, Noritaka Hirohashi, Laércio Pol-Fachin, Hugo Verli, Paulo 

Antônio de Souza Mourão: A unique 2-sulfated β-galactan from the egg jelly 

of the sea urchin Glyptocidaris crenularis: Conformational flexibility versus 

induction of the sperm acrosome reaction. J. Biol. Chem., 2009, 284; 18790-

18800. 

Este trabalho apresenta a aplicação de ferramentas de modelagem molecular 

no estudo conformacional de um polissacarídeo sulfatado, β-galactana, isolado a 

partir de ovos do ouriço-do-mar Glyptocidaris crenularis. 
 

• Laércio Pol-Fachin, Cláudia Lemelle Fernandes, Hugo Verli: GROMOS96 

43a1 performance on the characterization of glycoprotein conformational 

ensembles through molecular dynamics simulations. Carbohydr. Res., 2009, 

344; 491-500. 

Este artigo avalia a capacidade do campo de força GROMOS96 43a1, 

adicionado por cargas atômicas de Löwdin, na descrição conformacional de 

glicoproteínas utilizando simulações de DM, tendo como base de comparação dados 

experimentais de RMN.  
 

• Cláudia Lemelle Fernandes, Liana Guimarães Sachett, Laércio Pol-Fachin, 

Hugo Verli: GROMOS96 43a1 performance in predicting oligosaccharides 

conformational ensemble within glycoproteins. Carbohydr. Res., 2010, 345; 

663-671. 

Por fim, este trabalho analisa a adequação do uso de conformações obtidas 

por simulações de DM para dissacarídeos em solução aquosa como pontos de 

partida para a construção da estrutura de glicanas compondo glicoproteínas. 

A seguir, serão apresentados um resumo e a íntegra de cada manuscrito. 
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4.2 Trabalho I 

Este trabalho descreve a identificação de uma β-galactana, a partir de ovos da 

espécie de ouriço-do-mar Glyptocidaris crenularis, que consiste em um 

polissacarídeo sulfatado composto por resíduos de D-galactose. Até então, haviam 

sido encontradas apenas α-galactanas e α-fucanas nesses organismos, as quais 

foram atribuídas atividades relacionadas à reação acrossômica desses animais. 

Dessa forma, testes realizados com a β-galactana recém identificada demonstraram 

que tal polissacarídeo bloqueia a capacidade de fertilização do esperma em 

diferentes espécies de ouriço-do-mar, enquanto α-galactanas e α-fucanas ativam 

esse processo. Neste contexto, foram realizados estudos de modelagem molecular 

destas α- e β-galactanas de forma a elucidar as razões moleculares para atividades 

antagônicas como as mencionadas. 

Os resultados obtidos sugerem uma maior flexibilidade da β-galactana, em 

comparação com a da α-galactana, de forma que as unidades dissacarídicas que a 

compõe podem assumir, potencialmente, quatro sub-estados conformacionais em 

solução, enquanto que os dissacarídeos que formam a α-galactana parecem adotar 

uma única conformação prevalente. Adicionalmente, as conformações adotadas 

pelos dissacarideos de β-galactana não são observadas nos dissacarídeos da α-

galactana.  

 

A unique 2-sulfated ββββ-galactan from the egg jelly of the sea urchin 

Glyptocidaris crenularis: Conformational flexibility versus induction 

of the sperm acrosome reaction 

 

Michelle Oliveira de Castro, Vitor Hugo Pomin, Livia Loiola dos Santos, Ana Cristina 

Espirito Santo de Vilela Silva, Noritaka Hirohashi, Laercio Pol-Fachin, Hugo Verli, 

Paulo Antônio de Souza Mourão 

 

Journal of Biological Chemistry, 2009, 284; 18790-18800 
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4.3  Trabalho II 

Considerando os trabalhos anteriores fo grupo, no estudo da conformação de 

glicosaminoglicanos e polissacarídeos sulfatados, o presente trabalho tem por 

objetivo avaliar o emprego desta metodologia, baseada no campo de força 

GROMOS96 43a1 adicionado por cargas atômicas de Löwdin na base HF/6-31G**, 

em reproduzir o perfil conformacional de carboidratos ligados a proteínas 

previamente estudadas por RMN e descrever a influência da parte sacarídica sobre 

a parte protéica de glicoproteínas, validando, assim, o emprego desta metodologia 

no estudo destas macromoléculas biológicas. 

Os resultados obtidos indicam que a metodologia empregada é capaz de 

reproduzir diferentes aspectos conformacionais de glicoproteínas de acordo com 

dados experimentais prévios: (1) a conformação de N- e O-ligações glicosídicas, 

formadas entre aminoácidos e monossacarídeos; (2) a conformação da parte 

sacarídica de glicoproteínas, de maneira que mais de 95% das geometrias 

determinadas por RMN para as ligações glicosídicas que compõe tais 

oligossacarídeos mostraram-se de acordo com os dados de DM; (3) os efeitos da 

glicosilação sobre a estrutura e conformação da parte protéica de glicoproteínas, 

conferindo estabilidade conformacional e influenciando propriedades relacionadas a 

função dessas moléculas. Tais resultados confirmam a capacidade das simulações 

de DM, utilizando parâmetros do campo de força GROMOS96 e cargas atômicas de 

Löwdin na base HF/6-31G**, em descrever a conformação de glicoproteínas, 

contribuindo assim na ampliação do número de protocolos disponíveis para o estudo 

de carboidratos biológicos e no volume de trabalhos abordando estas biomoléculas 

através de técnicas de modelagem molecular.  

 

GROMOS96 43a1 performance on the characterization of 

glycoprotein conformational ensembles through molecular 

dynamics simulations 

 

Laercio Pol-Fachin, Cláudia Lemelle Fernandes, Hugo Verli 

 

Carbohydrate Research, 2009, 344; 491-500 
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4.4 Trabalho III 

Considerando a dificuldade de obtenção da estrutura e conformação de 

glicoproteínas, juntamente com suas cadeias sacarídicas correspondentes, e 

considerando a adequação dos procedimentos empregados pelo grupo na 

reprodução do equilíbrio conformacional de glicanas biológicas, o presente trabalho 

objetivou avaliar a adequação do emprego de estados conformacional de 

dissacarídeos, obtidos através de simulações de DM em solução aquosa, como 

guias para a construção de glicanas compondo glicoproteínas. Tal capacidade 

preditiva foi analisada a partir da comparação de dados conformacionais obtidos por 

DM para tais dissacarídeos com a geometria dessas ligações glicosídicas obtidas 

por RMN. 

Os resultados obtidos indicam a co-existência de múltiplos confôrmeros para os 

dissacarídeos estudados em solução, especialmente para as ligações glicosídicas 

β1→4, de acordo com dados experimentais e teóricos prévios. Estes estados 

conformacionais mostraram-se equivalentes aos principais estados conformacionais 

populados pelas mesmas unidades dissacarídicas quando compondo estruturas 

glicoprotéicas. Adicionalmente, a prevalência dos diferentes estados 

conformacionais também foi bastante semelhante entre os dissacarídeos isolados e 

compondo glicoproteínas, sugerindo que o arcabouço protéico, ao menos nos casos 

estudados, não parece ser capaz de induzir o aparecimento de novos estados 

conformacionais. Isto sugere que a abordagem proposta pode se constituir em uma 

promissora estratégia na construção de estruturas completas de glicoproteínas, na 

ausência de dados experimentais prévios e, assim, contribuir no entendimento do 

papel destes glicoconjugados em sistemas biológicos. 

 

GROMOS96 43a1 performance in predicting oligosaccharides 

conformational ensemble within glycoproteins 

 

Cláudia Lemelle Fernandes, Liana Guimarães Sachett, Laercio Pol-Fachin, Hugo 

Verli 

 

Carbohydrate Research, 2010, 345; 663-671 
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5 Discussão Geral 

5.1 Estrutura e conformação de α- e β-galactanas 

O entendimento da estrutura tridimensional e das propriedades dinâmicas de 

polissacarídeos constitui-se em um importante pré-requisito para a compreensão 

das bases moleculares do reconhecimento desses compostos por suas proteínas-

alvo (Imberty & Pérez, 2000) e, consequentemente, no entendimento de suas 

funções biológicas. Nesse sentido, poucas estruturas tridimensionais de 

polissacarídeos sulfatados, estudadas por métodos experimentais como RMN e 

cristalografia de raios-X, encontram-se disponíveis, tanto livres (Mulloy et al., 1993; 

Almond et al., 2006) quanto complexados a suas proteínas alvo (Faham et al., 1996; 

Mikhailov et al., 1996; Mikhailov et al., 1997). Tais estruturas, embora auxiliem no 

entendimento de interações proteína-ligante e na determinação do arranjo espacial 

desses carboidratos, consistem em modelos tridimensionais estáticos, incapazes de 

representar adequadamente as propriedades dinâmicas de tais compostos. Nesse 

contexto, a MM auxilia na complementação das informações contidas nessas 

estruturas, descrevendo os carboidratos (e suas possíveis proteínas-alvo) como 

entidades moleculares flexíveis e dinâmicas, e em soluções mimetizando ambientes 

fisiológicos. 

Dessa forma, baseando-se em parâmetros do campo de força GROMOS96 

43a1 e em cargas atômicas de Löwdin obtidas na base HF/6-31G**, estudos 

envolvendo polissacarídeos sulfatados como heparina (Verli & Guimarães, 2004; 

Verli & Guimarães, 2005; Pol-Fachin & Verli, 2008), fucanas e galactanas (Becker et 

al., 2007) vêm sendo realizados pelo nosso grupo de pesquisa. Na presente 

dissertação, tais protocolos foram aplicados no estudo comparativo de uma α-

galactana de Echinometra lucunter e uma β-galactana de Glyptocidaris crenularis 

(Figura 12). 

5.1.1 Descrição da geometria das ligações glicosídicas 

A diversidade estrutural de carboidratos é considerada maior que a de outras 

classes de polímeros, tais como ácidos nucléicos e proteínas (Imberty & Pérez, 

2000), uma vez que polissacarídeos podem ser ramificados, compostos por mais de 

cem monossacarídeos conhecidos e podem ligar-se em dois estados anoméricos 
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distintos (Imberty & Pérez, 2000), através de átomos diferentes (Petrescu et al., 

2006). Termos adicionais de diversidade podem ser conferidos a carboidratos 

através de modificações específicas, tais como sulfatação e acetilação (Petrescu et 

al., 2006), que podem restringir ou amplificar a variabilidade conformacional de 

polissacarídeos (Becker et al., 2007; Pol-Fachin & Verli, 2008). Nesse sentido, a fim 

de avaliar o efeito da presença de grupamentos sulfato sobre a geometria das 

ligações glicosídicas de α- e β-galactanas, dissacarídeos sulfatados e não-

sulfatados foram submetidos a análise conformacional de suas ligações glicosídicas. 

Nesse contexto, a construção de mapas de contorno é uma ferramenta útil para 

descrever a conformação das ligações glicosídicas de carboidratos, avaliando a 

energia associada a cada conformação gerada pela combinação de diferentes 

valores de Φ e Ψ, indicando as prováveis conformações mais estáveis para os 

dissacarídeos estudados (Becker, 2007). 

 

 

Figura 12: Imagens de espécimes de (A) Echinometra lucunter e (B) Glyptocidaris 

crenularis. 

 

A comparação dos mapas de contorno das ligações glicosídicas de 

dissacarídeos sulfatados e não-sulfatados de α-galactana indica um aumento do 

número de regiões de mínimo de energia na molécula não-sulfatada em relação à 

sulfatada. Da mesma forma, cinco regiões de mínimo de energia podem ser 

observadas no dissacarídeo não-sulfatado de β-galactana, enquanto apenas duas 

regiões podem ser observadas nos mapas de energia das ligações glicosídicas dos 

dissacarídeos sulfatados, indicando um papel dos grupamentos sulfato na promoção 
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de rigidez em cadeias polissacarídicas, conforme observado em trabalhos prévios do 

grupo para moléculas semelhantes (Becker et al., 2007). 

Estudos baseados em mapas de contorno, embora ofereçam um bom ponto de 

partida para o entendimento das preferências conformacionais de compostos, se 

baseiam em cálculos realizados em condições de vácuo ou solvente implícito, ou 

seja, sem a presença física das moléculas do solvente. Na busca de modelos mais 

adequados ao entendimento de fenômenos biológicos, uma estratégia promissora 

envolve a simulação, por DM, de confôrmeros oriundos de mapas de contorno na 

presença física de moléculas de solvente, ou seja, em condições de solvente 

explícito. Assim, torna-se possível observar o papel de interações intermoleculares 

entre soluto e solvente, principalmente ligações de hidrogênio, no comportamento 

conformacional de biomoléculas e demais compostos de interesse. Adicionalmente, 

simulações realizadas em temperaturas próximas à fisiológica permitem a 

observação de transições conformacionais e, potencialmente, a co-existência de 

múltiplos estados conformacionais em solução, produzindo, portanto, uma imagem 

mais precisa do comportamento molecular em condições fisiológicas. 

Nesse contexto, a adição de solvente explícito na determinação conformacional 

das moléculas em estudo demonstrou que as conformações populadas pelos 

dissacarídeos sulfatados e não-sulfatados de α-galactana em solução aquosa são 

as mesmas (Figura 13), ou seja, os múltiplos mínimos de energia observados no 

mapa de contorno da molécula não-sulfatada convergiram para uma mesma região, 

assim como previamente observado para ligações glicosídicas de heparina (Pol-

Fachin & Verli, 2008). Da mesma forma, os diversos mínimos de energia observados 

nos mapas de energia para os dissacarídeos sulfatados e não-sulfatados de β-

galactana convergiram para regiões semelhantes em solução aquosa (Figura 13). 

No entanto, a geometria das ligações glicosídicas de α- e β-galactanas são 

diferentes, especialmente no ângulo Ψ. Considerando que a atividade biológica 

desses polissacarídeos é distinta, no que se refere à reação acrossômica de seus 

organismos, tais divergências conformacionais podem estar envolvidas com esse 

processo, uma vez que a forma global do polissacarídeo será fundamental no 

reconhecimento ligante-receptor e, assim, no desenvolvimento de uma resposta 

biológica. Pode-se observar, portanto, que a solvatação dessas moléculas foi 

decisiva na determinação conformacional desses dissacarídeos, de maneira a 
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descartar os mínimos de energia que, apesar de serem estáveis no vácuo, não são 

prevalentes em solução aquosa, e indicar a provável conformação dos mesmos em 

seus ambientes naturais, de acordo com dados de RMN (Figura 14). 

 

 

Figura 13: Mapas de contorno para as ligações glicosídicas de α- e β-galactanas, 

sulfatadas e não-sulfatadas, sobrepostos aos perfis conformacionais observados nas 

simulações de DM em solução (pontos em cinza). Os níveis de energia são 

mostrados a cada 10 kJ.mol-1, de 10 a 50 kJ.mol-1. 

 

Em suma, o refinamento dos mínimos de energia, obtidos de mapas de 

contorno, por simulações de DM em solução aquosa permitiu a descrição 

conformacional de dissacarídeos da β-galactana de Glyptocidaris crenulatis, de 

maneira a reproduzir os contatos de NOESY observados para essas moléculas, e 

auxiliar na determinação da relação entre a conformação e a função biológica de 

polissacarídeos sulfatados. 
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Figura 14: Distâncias entre hidrogênios vicinais entre monossacarídeos, observados 

através de técnicas de RMN e reproduzidos pelas simulações de DM em solução 

aquosa para os dissacarídeos de β-galactana.1 

 

5.2 Reprodução conformacional de glicoproteínas 

Os trabalhos envolvendo a descrição conformacional de glicoproteínas, 

publicados até o presente momento, utilizaram os campos de força AMBER (Renouf 

& Hounsell, 1993; Woods et al., 1995; Kirschner et al., 2008), CHARMM (Ha et al., 

1988) e CVFF (Hwang et al., 1998). Apesar da grande importância de glicoproteínas 

para vários eventos biológicos (Varki, 1993; Dwek, 1996), poucos são os estudos 

que avaliaram dinamicamente sua estrutura e conformação (Tabela 3). Nesse 

sentido, considerando que os parâmetros do campo de força GROMOS96 43a1 se 

mostraram adequados na reprodução e predição da conformação de carboidratos 

em geral (Verli & Guimarães, 2004; Verli & Guimarães, 2005; Becker et al., 2005; 

Becker et al., 2007; Pol-Fachin & Verli, 2008), estruturas de proteínas e 

glicoproteínas (Tabela 5) determinadas por RMN foram utilizadas como pontos de 

partida para estudos de DM em solução aquosa a fim de avaliar a capacidade dos 

parâmetros do campo de força GROMOS96 e das cargas atômicas de Löwdin 

obtidas na base HF/6-31G** em descrever, de acordo com dados experimentais, a 

estrutura e conformação dessa classe de moléculas. 

                                                           
1
 Tendo em vista que GROMOS96 é um campo de força do tipo “united-atom” e que, portanto, os hidrogênios 

vicinais encontram-se unidos aos seus respectivos carbonos apolares, tais átomos foram adicionados a estruturas 

de dissacarídeos assumindo as conformações mais prevalentes em solução aquosa. 
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Ao contrário dos estudos conformacionais realizados com dissacarídeos, para 

os quais protocolo e metodologia já haviam sido estabelecidos em estudos 

anteriores (Becker et al., 2007; Pol-Fachin & Verli, 2008), estudos envolvendo 

glicoproteínas não haviam sido realizados até então pelo grupo. Dessa forma, fez-se 

necessário adicionar novos termos ao campo de força, relacionados com a parte 

sacarídica de glicoproteínas, assim como parametrizar as N- e O-ligações 

glicosídicas, envolvendo, portanto, aminoácidos e monossacarídeos. 

Nesse contexto, cada monossacarídeo foi descrito junto aos parâmetros do 

campo de força baseando-se nas topologias obtidas do servidor PRODRG 

(Schüttelkopf & van Aalten, 2004) e na topologia para resíduos de glicose, já 

presentes no campo de força. Adicionalmente, as cargas atômicas de Löwdin foram 

incluídas a tais parâmetros, tanto para os monossacarídeos constituintes da parte 

sacarídica de glicoproteínas (Becker, 2007), quanto para as cadeias laterais dos 

aminoácidos que sofreram modificações pós-traducionais, ou seja, asparagina e 

serina (Figura 15). 

 

 

Figura 15: Cargas atômicas obtidas para as ligações glicosídicas entre aminoácidos 

e monossacarídeos. 

 

A adequada parametrização dos monossacarídeos constituintes da parte 

sacarídica das glicoproteínas estudadas possibilitou que as simulações de DM 

fossem estáveis para as quatro glicoproteínas estudadas: o domínio EGF-like do 

fator de coagulação fVII (PDB ID 1FF7) (Kao et al., 1999), a proteína regulatória do 

sistema complemento (PDB ID 1CDR) (Fletcher et al., 1994), o domínio de adesão 

do CD2 (PDB ID 1GYA) (Wyss et al., 1995) e a subunidade α da gonadotrofina 

coriônica (PDB ID 1HD4) (Erbel et al., 2000), todas humanas. Os resultados obtidos 

mostraram-se de acordo com dados conformacionais de RMN prévios, tendo sido 
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avaliadas 836 geometrias de Φ – Ψ – ω para dissacarídeos e 271 geometrias de 

ligações glicosídicas entre aminoácidos e monossacarídeos.  

Sabe-se que a parte sacarídica de uma glicoproteína pode influenciar diversas 

propriedades da cadeia polipeptídica a que está ligada (Tabela 1). Nesse sentido, a 

correta descrição conformacional desses oligossacarídeos é essencial no 

entendimento dos efeitos da glicosilação sobre essas moléculas, tais como na 

determinação da orientação da cadeia polissacarídica sobre a proteína (Ali et al., 

2008). Dessa forma, o perfil conformacional da parte protéica das glicoproteínas 

estudadas foi comparado ao das suas isoformas não-glicosiladas, por meio de 

variáveis que incluem o conteúdo de estrutura secundária e a flexibilidade de regiões 

específicas dessas moléculas, a fim de avaliar o efeito da glicosilação sobre a parte 

protéica das glicoproteínas estudadas. 

Através das simulações por DM, foi possível observar que os oligossacarídeos 

ligados ao domínio EGF-like do fator de coagulação fVII, à proteína regulatória do 

sistema complemento e à subunidade α da gonadotrofina coriônica promoveram 

uma estabilização conformacional em regiões de alça próximas ao sítio de 

glicosilação ou em regiões espacialmente adjacentes da glicana. Nesse sentido, em 

um estudo prévio utilizando simulações de DM do fator da coagulação VII completo 

(Perera et al., 2002), utilizando parâmetros do campo de força AMBER – GLYCAM, 

efeitos semelhantes da glicosilação sobre o domínio EGF-like foram observados. 

Adicionalmente, o oligossacarídeo do tipo oligomanose ligado ao domínio de adesão 

do CD2 humano influenciou a flexibilidade de uma série de alças relacionadas à 

interação dessa proteína com sua proteína alvo, CD58, indicando que a glicosilação, 

nesse caso, pode estar envolvida com a função da glicoproteína. 

Dessa forma, baseando-se em dados estruturais e bioquímicos prévios, foi 

possível observar que a metodologia empregada se mostrou capaz de descrever a 

influência da glicosilação sobre a parte protéica de quatro glicoproteínas diferentes. 

Esses efeitos foram observados independentemente do tipo de glicosilação (N- ou 

O-) e da estrutura do oligossacarídeo (desde um único monossacarídeo O-ligado até 

nonassacarídeos N-ligados do tipo oligomanose ou complexo).  

5.3 Previsão conformacional de oligossacarídeos 

Em decorrência da dificuldade de determinação experimental da geometria e 

conformação de ligações glicosídicas, a principal fonte de informações estruturais 
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sobre estes sistemas são cálculos de modelagem molecular, muitos dos quais 

disponíveis na internet. Estas informações, presentes em bancos de dados como o 

GLYCOSCIENCES (http://www.glycosciences.de/) (Lütteke et al., 2006), baseiam-se 

em geometrias obtidas para dissacarídeos em mapas de contorno, gerados em 

condições de vácuo. Tais estruturas são comumente utilizadas na inferência sobre a 

estrutura de oligossacarídeos, como, por exemplo, na construção da parte 

sacarídica de glicoproteínas, a fim de gerar um modelo capaz de auxiliar no 

entendimento dos processos biológicos em que essas moléculas estão envolvidas 

(Dwek, 1996).  

O campo de força MM3 (Allinger et al., 1989; Allinger et al., 1990), utilizado na 

obtenção desses mapas, embora seja reconhecido por gerar uma representação 

altamente confiável de aspectos conformacionais de carboidratos (Pérez et al., 1998; 

Hemmingsen et al., 2004), não possui ampla aplicabilidade a outras classes de 

moléculas, como proteínas (MacKerell et al., 1998). Nesse sentido, tendo em vista a 

adequação do protocolo baseado nos parâmetros do campo de força GROMOS96, 

descrito anteriormente, na reprodução de dados experimentais obtidos por RMN 

para ambas as porções glicídica e protéica de glicoproteínas, nos voltamos para a 

busca de estratégias capazes de descrever a estrutura tridimensional dessas 

moléculas, com destaque para suas cadeias sacarídicas, na ausência de 

informações experimentais prévias. A estratégia empregada buscou avaliar se 

conformações obtidas para dissacarídeos, simulados por DM em solução aquosa, se 

constituiriam em bons pontos de partida para a construção de glicanas complexas e 

glicoproteínas. Tal procedimento considera que o arcabouço protéico não seria 

capaz de promover grandes alterações conformacionais na parte sacarídica de 

glicoproteínas. 

Os dissacarídeos avaliados estão contidos nas porções sacarídicas de três 

glicoproteínas humanas que tiveram sua estrutura determinada por técnicas de 

RMN: a proteína regulatória do sistema complemento (PDB ID 1CDR) (Fletcher et 

al., 1994), o domínio de adesão do CD2 (PDB ID 1GYA) (Wyss et al., 1995) e a 

subunidade α da gonadotrofina coriônica (PDB ID 1HD4) (Erbel et al., 2000). No 

total, oito dissacarídeos foram avaliados, incluindo três contendo ligações 

glicosídicas β1→4, dois α1→6, um α1→2, um α1→3 e um β1→2, que compreendem 

grande parte das estruturas encontradas em partes sacarídicas N-ligadas a 

glicoproteínas (do tipo complexo, oligomanose ou híbrido). 
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Os mapas de contorno obtidos para ligações glicosídicas β1→4 avaliadas 

apresentam ampla analogia entre si, incluindo conformações de máximo e mínimo 

de energia localizadas em regiões similares nos mapas de energia. Da mesma 

forma, os dissacarídeos Man-(α1→2)-Man e Man-(α1→3)-Man demonstram essa 

mesma semelhança, tal como previamente descrito (Ress & Scott, 1971; 

Sathyanarayana & Rao, 1972; Bluhm et al., 1982; Sathyanarayana & Stevens, 

1983). Adicionalmente, de maneira geral, é possível observar que os dissacarídeos 

contendo ligações α apresentam um único mínimo de energia principal, enquanto 

que os dissacarídeos que contem ligações β podem conter dois ou mais mínimos de 

energia estáveis, o que está de acordo com dados prévios (Lipkind et al., 1984; 

Lipkind et al., 1985). 

Os mapas de contorno presentes no portal GLYCOSCIENCES (Lütteke et al., 

2006) possuem definições de RMN para os diedros Φ, Ψ e ω (Tabela 5), ou seja, 

contendo átomos de hidrogênios vicinais definidos explicitamente. No entanto, o 

GROMOS96 é um campo de força do tipo “united-atom”, em que os átomos de 

hidrogênio encontram-se unidos aos carbonos apolares a que estariam ligados. 

Dessa forma, os diedros Φ, Ψ e ω foram definidos de acordo com definições de 

cristalografia (Tabela 7) para a construção de mapas de contorno utilizando 

parâmetros do GROMOS96, utilizando, dessa maneira, apenas átomos pesados. 

 

Tabela 7: Definições de RMN e de cristalografia para os diedros componentes de 

ligações glicosídicas de dissacarídeos. 

Definição 

Ligações 1→2, 1→3 e 1→4a Ligação 1→6 Diedro 

RMNb Cristalografiab RMNb Cristalografiab 

Φ H1 - C1 - O1 - CX O5 - C1 - O1 - CX H1 - C1 - O1 - C6 O5 - C1 - O1 - C6 

Ψ C1 - O1 - CX - HX C1 - O1 - CX - C(X-1) C1 - O1 - C6 - C5 C1 - O1 - C6 - C5 

ω – – O1 - C6 - C5 - H5 O1 - C6 - C5 - C4 

a Nas definições, X pode ser 2, 3 ou 4, dependendo da ligação glicosídica; 

b A conversão entre geometrias dessas duas definições pode ser realizada no portal 

“Torsion Angle Converter for Pyranoses”: http://www.dkfz-heidelberg.de/spec/ppc/. 

 

Através da conversão de geometrias obtidas na definição de cristalografia para 

a definição de RMN, é possível observar que os mínimos de energia dos mapas de 
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contorno gerados, utilizando parâmetros do campo de força GROMOS96, mostram-

se de acordo com aqueles observados em mapas de energia presentes no portal 

GLYCOSCIENCES, construídos utilizando o campo de força MM3 (Allinger et al., 

1989; Allinger et al., 1990). Esses parâmetros são reconhecidos por gerar uma 

representação altamente confiável de aspectos conformacionais de carboidratos 

(Pérez et al., 1998; Hemmingsen et al., 2004), embora a confiabilidade desse campo 

de força se dê em condições de vácuo (MacKerell, 2004), tendo em vista que os 

resultados obtidos em estudos avaliando a sua capacidade quando utilizados junto a 

solvente explícito são menos satisfatórios quando comparados a outros campos de 

força, tais como CHARMM (MacKerell, 2004). Da mesma forma, os parâmetros MM3 

para proteínas parecem não descrever essa classe de moléculas de maneira 

adequada (MacKerell et al., 1998), o que dificulta a utilização dos dados presentes 

nos mapas de contorno construídos para dissacarídeos na descrição conformacional 

dinâmica de glicoproteínas. 

A utilização de solvente explícito em simulações de DM permite uma 

amostragem conformacional que, potencialmente, maximiza as conformações 

biologicamente relevantes de biomoléculas, ou seja, destaca um dado conjunto de 

confôrmeros ao invés de outros, mesmo que todos sejam considerados 

energicamente equivalentes por cálculos realizados na ausência de solvatação 

(Yoneda et al., 2006). No contexto de dissacarídeos, a utilização de solvente 

explícito pode auxiliar na determinação da geometria observada para essas 

moléculas em seu ambiente natural, ao invés das várias conformações observadas 

em mapas de contorno para cada ligação glicosídica. 

Nesse sentido, assim como observado para os mapas de contorno, as ligações 

glicosídicas β1→4 apresentaram perfil conformacional semelhante entre si, da 

mesma forma que os dissacarídeos Man-(α1→2)-Man e Man-(α1→3)-Man. 

Adicionalmente, como previamente estabelecido (Shefter & Trueblood, 1965), o 

ângulo ω apresentou, nos dissacarídeos contendo ligações glicosídicas α1→6, três 

conformações possíveis, localizadas, aproximadamente, nas geometrias 60º, -180º e 

-60º. Nesse sentido, foi possível observar que, tanto para Man-(α1→6)-Man quanto 

para Fuc-(α1→6)-GlcNAc, dois desses confôrmeros, -60º e -180º, apresentam um 

equilíbrio dinâmico, ou seja, convergem entre si mutuamente, enquanto que o 

confôrmero de geometria 60º possui um tempo de meia vida maior (Figura 16). Esse 

comportamento já foi observado em um estudo anterior utilizando outro campo de 
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força para carboidratos, AMBER – GLYCAM, na qual a definição aplicada para esse 

diedro, embora também compreendendo apenas átomos pesados, foi diferente da 

aplicada neste trabalho, que utilizou parâmetros do GROMOS96 (Kirschner & 

Woods, 2001). Em decorrência desse estudo, em que a orientação do ângulo ω foi 

estudada sem substituintes ligados, uma adequada determinação conformacional e 

populacional desse diedro não foi reproduzida pelos perfis de energia obtidos em 

fase gasosa, mas somente quando moléculas de água foram explicitamente 

incluídas nos cálculos, de maneira que as preferências conformacionais do ângulo ω 

foram atribuídas, portanto, a efeitos de solvatação. 

 

 

Figura 16: Flutuação do ângulo ω nos dissacarídeos (A) Fuc-(α1→6)-GlcNAc e (B) 

Man-(α1→6)-Man. 

5.3.1 Predição da conformação de glicanas a partir de seus dissacarídeos 

constituintes 

À exceção dos ângulos Φ de Man-(β1→4)-GlcNAc e Man-(α1→3)-Man e Ψ de 

Man-(β1→4)-GlcNAc que, na simulação dos dissacarídeos isolados em solução, não 

tiveram sua geometria mais prevalente de acordo com os dados de RMN e com as 

simulações das glicoproteínas inteiras, todos os demais diedros se mostraram 

semelhantes nas três metodologias avaliadas. Mesmo nos três ângulos 

supracitados, a conformação, nos dissacarídeos livres, que se encontra de acordo 

com a observada pelas técnicas de RMN e pelas simulações de DM das 

glicoproteínas, e que estão de fato descritas na Tabela 8, é apenas ~10% menos 

prevalente que a geometria do confôrmero principal. Nesse sentido, os resultados 

obtidos demonstram que a metodologia empregada para simulações de DM das 

glicoproteínas foi capaz de reproduzir o perfil conformacional das ligações 
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glicosídicas da parte sacarídica dessas moléculas, da mesma forma que a geometria 

dos dissacarídeos, livres em solução, seria capaz de prever a conformação desses 

oligossacarídeos. 

 

Tabela 8: Comparação da geometria dos ângulos Φ e Ψ, obtidas por DM e RMN, de 

ligações glicosídicas que compõe a parte sacarídica de glicoproteínas 

Ligação Glicosídica Ângulo RMNa Dissacarídeosb Glicoproteínasc 

Φ -79 ± 19 -80 ± 24 -82 ± 27 
GlcNAc-(β1→4)-GlcNAc 

Ψ 133 ± 16 115 ± 16 108 ± 29 

Φ -95 ± 23 -70 ± 30 -95 ± 30 
Man-(β1→4)-GlcNAc 

Ψ 126 ± 15 110 ± 22 118 ± 21 

Φ 94 ± 36 80 ± 24 128 ± 36 
Man-(α1→3)-Man 

Ψ -93 ± 39 -85 ± 28 -83 ± 21 

Φ 103 ± 49 80 ± 23 124 ± 37 
Man-(α1→6)-Man 

Ψ -168 ± 54 -160 ± 30 -156 ± 59 

Φ -60 ± 13 -90 ± 35 -90 ± 22 
GlcNAc-(β1→2)-Man 

Ψ -109 ± 20 -95 ± 32 -86 ± 29 

Φ -104 ± 57 -80 ± 29 -114 ± 44 
Gal-(β1→4)-GlcNAc 

Ψ 113 ± 25 120 ± 21 100 ± 30 

Φ 107 ± 28 80 ± 25 116 ± 39 
Man-(α1→2)-Man 

Ψ -110 ± 27 -135 ± 36 -99 ± 35 

Φ -98 ± 37 -90 ± 35 -109 ± 22 
Fuc-(α1→6)-GlcNAc 

Ψ -165 ± 47 180 ± 46 169 ± 65 
a Dados expressos em média ± desvio padrão de todos os valores de RMN medidos; 
b Picos conformacionais que representam as geometrias de partida para futuros estudos de 

DM; 
c Picos conformacionais principais, obtidos de dissacarídeos compondo glicoproteínas; 

 

Em resumo, o comportamento conformacional observado para os 

dissacarídeos estudados através das simulações de DM em solução aquosa se 

mostrou de acordo com dados experimentais, da mesma forma que com os perfis 

obtidos para essas ligações glicosídicas em simulações de DM das glicoproteínas 

completas. Adicionalmente, a ausência de estruturas determinadas 

experimentalmente para serem utilizadas como geometria de partida para essas 

simulações não se mostrou como um fator limitante, uma vez que os mínimos de 
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energia provenientes dos mapas de contorno dos oito dissacarídeos estudados 

foram utilizados como estruturas de entrada. Dessa forma, a capacidade da 

metodologia em reproduzir o perfil conformacional de dissacarídeos qualifica-a para 

prever a geometria de ligações glicosídicas para os quais não há conhecimento 

prévio, assim como para serem utilizados na construção da parte sacarídica de 

glicoproteínas. 

5.4 Implicações para a caracterização conformacional de glicoproteínas e 

polissacarídeos 

A partir dos resultados obtidos, pode-se destacar a participação de ferramentas 

de MM, marcadamente a DM utilizando parâmetros do campo de força GROMOS96 

e cargas atômicas de Löwdin, no estudo conformacional de glicoproteínas e 

carboidratos em geral, permitindo a caracterização dessas moléculas em seu 

ambiente natural (Verli & Guimarães, 2004), complementando técnicas 

experimentais ou prevendo propriedades até então desconhecidas. 

A descrição conformacional de dissacarídeos, utilizando a metodologia de 

construção de mapas de contorno e subseqüente refinamento dos mínimos de 

energia em solução aquosa, se mostrou de acordo com dados experimentais obtidos 

em solução (ou seja, através de RMN), possibilitando, inclusive, inferir propriedades 

funcionais sobre oligossacarídeos, mesmo na ausência de conhecimento 

conformacional prévio. 

Sabe-se das dificuldades em se obter a estrutura de carboidratos por métodos 

de cristalografia de raios-X, por ocasião da elevada flexilidade de oligossacarídeos 

em geral, bem como por RMN, que sugerem apenas um ou uma série de modelos 

conformacionais que representam propriedades conformacionais médias dessas 

moléculas. Nesse contexto, as geometrias mais prevalentes, extraídas do perfil 

conformacional em solução de dissacarídeos, podem ser utilizadas na construção de 

partes sacarídicas de glicoproteínas, tanto N- quanto O-ligadas, assim como na 

montagem de outros polissacarídeos de interesse biológico, modelos, esses, que 

servirão de estruturas de entrada para novos estudos de MM. 

Dessa forma, a metodologia de DM empregada, que utiliza programas 

gratuitos, e implementados com algoritmos de simulação rápidos, pode contribuir no 

entendimento dos diversos processos biológicos em que glicoproteínas e 

polissacarídeos estejam envolvidos. 
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6 Conclusões 

A partir dos objetivos traçados, o presente trabalho permitiu: 

• Construção de uma hipótese capaz de explicar o comportamento 

conformacional e biológico de α- e β-galactanas, baseada em uma 

série de mapas de contorno e simulações de DM; 

• Reprodução, em mais de 95%, do comportamento conformacional da 

parte sacarídica de glicoproteínas em solução aquosa, em comparação 

a dados experimentais de RMN, validando o protocolo empregado para 

descrição de carboidratos por MM; 

• Identificação do potencial relacionado ao refinamento de mínimos de 

energia obtidos por mapas de contorno em solução aquosa por DM 

como uma estratégia capaz de agregar qualidade à descrição 

conformacional de carboidratos, mais próxima do que deve ser 

esperado em soluções biológicas; 

• Consolidação da metodologia de construção de mapas de contorno e 

refinamento dos mínimos de energia obtidos por DM em solução 

aquosa como um procedimento adequado para estudos 

conformacionais de carboidratos em geral; 

• Proposição do emprego de estados conformacionais de dissacarídeos 

em solução como blocos para a construção de glicanas complexas 

ligadas a glicoproteínas. 

 

Globalmente, os resultados obtidos confirmam o potencial de ferramentas de 

MM no estudo de sistemas biológicos, especialmente na reprodução e predição de 

propriedades conformacionais de oligossacarídeos, correlacionando-se com dados 

experimentais prévios. 
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7 Perspectivas 

Considerando-se os procedimentos de simulação propostos e validados no 

presente trabalho, especialmente os relacionados ao estudo de glicoproteínas, as 

seguintes perspectivas podem ser traçadas: 

• Avaliar o efeito da glicosilação na dinâmica de glicoproteínas 

relacionadas à cascata de coagulação sanguínea, tais como 

antitrombina, trombina e fator Xa; 

• Construção de mapas de contorno e caracterização conformacional de 

dissacarídeos componentes da heparina, de maneira a utilizar as 

geometrias mais prevalentes observadas em solução aquosa para 

essas ligações glicosídicas na construção dos diversos polissacarídeos 

que compõe este medicamento; 

• Caracterização da interação de um heparinóide com glicoproteínas da 

cascata de coagulação sanguínea, destacadamente o complexo 

ternário formado por antitrombina, heparina e trombina/fXa. 
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9 Anexos 

 

Durante a realização desta dissertação, alguns projetos iniciados durante meu 

período como aluno de Iniciação Científica foram concluídos, da mesma forma que 

uma colaboração adicional foi realizada com o grupo do Prof. Eliezer J. Barreiro 

(Laboratório de Avaliação e Síntese de Substâncias Bioativas - LASSBio, Faculdade 

de Farmácia - UFRJ). Destes resultados, surgiram trabalhos já publicados ou 

submetidos, incluídos a seguir. 
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9.1 Trabalho I 

 

Carbohydr. Res., 2008, 343, 1435-1445  

 

Depiction of the forces participating in the 2-O-sulfo-αααα-L-iduronic 

acid conformational preference in heparin sequences in aqueous 

solutions 

 

Laercio Pol-Fachin, Hugo Verli 

 

RESUMO 

2-O-Sulfo-α-L-iduronic acid (IdoA2S) is one of the main components of heparin, 

an anticoagulant and antithrombotic polysaccharide able to potentiate the inhibitory 

effect of antithrombin over plasma serine proteases. This monosaccharide unit 

adopts an equilibrium between chair (1C4) and skew-boat (2SO) forms as a function of 

heparin sequence size and composition. Although the prevalence of the 1C4 chair 

conformation in monosaccharides is understood, the reasons for the increase in 2SO 

contribution in the whole polysaccharide chain are still uncertain. In this context, 0.2 

µs molecular dynamics simulations of IdoA2S-containing oligosaccharides indicated 

that stabilization due to intramolecular hydrogen bonds around IdoA2S is highly 

correlated (p ≤ 0.001) with the expected conformational equilibrium for this residue in 

solution. This behavior explains the known effect of different heparin compositions, at 

the monosaccharide level, on IdoA2S conformation in biological solutions. 
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9.2 Trabalho II 

 

J. Mol. Graph. Model., 2009, 28, 446-454 

 

Characterization of the conformational ensemble from bioactive N-

acylhydrazone derivatives 

 

Laercio Pol-Fachin, Carlos Alberto Manssour Fraga, Eliezer J. Barreiro, Hugo Verli 

 

RESUMO 

The search for bioactive conformations from prototypes is mostly referenced on 

crystallographic ligand-receptor complexes, in which the molecule conformation is 

already caged inside its binding site. However, the complexation process is a 

thermodynamic event depending on both complexed and uncomplexed states. As 

ligand affinity originates from such equilibrium, the development of novel 

computational models capable of supplying data on ligand dynamics in biological 

solutions is potentially applicable in more efficient methods for prediction of 

compounds binding and affinity. In this context, the current work employs a series of 

molecular dynamics simulations on three N-acylhydrazone derivatives, already 

shown to present promising cardioinotropic and vasodilatory activities, in order to 

obtain a precise characterization of each compound conformational ensemble in 

aqueous solutions, instead of a single minimum energy conformation. Consequently, 

we were able to observe the influence of each functional group of the studied 

molecules on the conformation of the entire compounds and thus on the exposure of 

functional groups that might potentially bind to target receptors. Additionally, the 

differences between the molecules conformational behavior were characterized, 

supporting a spatial and temporal image of each ligand, which may be potentially 

correlated to their biological activities. So in the context of conformational selection, 

such strategy may represent a useful methodology to contribute in the choice of 

ligands conformations for both QSAR and docking calculations.  

 



 

 

101

9.3 Cargas atômicas de Löwdin 

As cargas atômicas parciais de Löwdin são divididas em grupamentos, ou 

grupos de carga, para que possam ser aplicadas para diferentes resíduos de 

carboidratos e, potencialmente, em outros campos de força. 

 

Grupamento Estrutura 2D Estrutura 3D e cargas 

C5-O5 do anel 
piranosídico 

 

 

 

Ligações 
glicosídicas 

1→X* 

 

 

 

Ligação 
glicosídica 

1→6 

 

 

 

Hidroxila 

 

 
 

 

 
* X= 2, 3 ou 4 
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Grupamento Estrutura 2D Estrutura 3D e cargas 

Acetila 

 

 

 

Acetoamido 

 

 

 

Sulfonamida 

 

 

 

Sulfato 

 

 

 

Carboxilato 
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Grupamento Estrutura 2D Estrutura 3D e cargas 

Metila 

 

 
 

 

 

Metoxila 

 

 
 

 

 

Metil-Éster 

 

 
 

 

 

Ligação 
glicosídica entre 

triterpeno e 
monossacarídeo 
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9.4 Topologias de monossacarídeos para GROMOS96 43a1 

Esses arquivos contêm os parâmetros de ligação, ângulo de ligação e diedros 

para as moléculas em estudo. No caso específico do campo de força GROMOS96 

43a1, utilizando o pacote GROMACS, essas topologias, juntamente com outras que 

descrevem outras classes de biomoléculas, fazem parte de um arquivo com 

extensão “rtp”, localizado em uma pasta de topologias compartilhadas do programa. 

Abaixo, seguem as topologias para alguns dos monossacarídeos constituintes 

das glicoproteínas estudadas, assim como parâmetros para os aminoácidos a que 

esses oligossacarídeos se ligam. 

 

β-GlcNAc-(1→N)-Asn 
 
[ ASN2 ] 
 [ atoms ] 
    N     N    -0.28000     0 
    H     H     0.28000     0 
   CA   CH1     0.00000     1 
   CB   CH2     0.00000     1 
   CG     C     0.38000     2 
  OD1     O    -0.38000     2 
  ND2    NT    -0.26500     3 
  HD2     H     0.15500     3 
    C     C       0.380     4 
    O     O      -0.380     4 
 [ bonds ] 
    N     H    gb_2 
    N    CA    gb_20 
   CA     C    gb_26 
    C     O    gb_4 
    C    +N    gb_9 
   CA    CB    gb_26 
   CB    CG    gb_26 
   CG   OD1    gb_4 
   CG   ND2    gb_8 
  ND2   HD2    gb_2 
 [ angles ] 
;  ai    aj    ak   gromos type 
   -C     N     H     ga_31 
    H     N    CA     ga_17 
   -C     N    CA     ga_30 

 
    N    CA     C     ga_12 
   CA     C    +N     ga_18 
   CA     C     O     ga_29 
    O     C    +N     ga_32 
   CA     C     O     ga_29 
    O     C    +N     ga_32 
    N    CA    CB     ga_12 
    C    CA    CB     ga_12 
   CA    CB    CG     ga_14 
   CB    CG   OD1     ga_29 
   CB    CG   ND2     ga_18 
  OD1    CG   ND2     ga_32 
   CG   ND2   HD2     ga_22 
 [ impropers ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
    N    -C    CA     H     gi_1 
    C    CA    +N     O     gi_1 
   CA     N     C    CB     gi_2 
   CG   OD1   ND2    CB     gi_1 
 [ dihedrals ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
  -CA    -C     N    CA     gd_4 
   -C     N    CA     C     gd_19 
    N    CA     C    +N     gd_20 
    N    CA    CB    CG     gd_17 
   CA    CB    CG   ND2     gd_20 
   CB    CG   ND2   HD2     gd_4 
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β-GlcNAc-(1→4)-β-GlcNAc-(1→N)-Asn 
 
 
[ NAG1 ] 
 [ atoms ] 
   C8   CH3     0.07000     0 
   C7     C     0.27100     0 
   O7     O    -0.40500     0 
   N2     N    -0.23100     0 
  H22     H     0.20100     0 
   C2   CH1     0.09400     0 
   C1   CH1     0.11000     1 
   O5    OA    -0.24200     2 
   C5   CH1     0.24200     2 
   C6   CH2     0.36300     3 
   O6    OA    -0.53500     3 
   C4   CH1     0.14200     4 
   O4    OA    -0.39600     4 
   C3   CH1     0.16000     5 
   O3    OA    -0.40000     5 
  H32     H     0.24000     5 
 [ bonds ] 
   C8   C7     gb_26 
   C7   O7     gb_4 
   C7   N2     gb_10 
   N2  H22     gb_2 
   N2   C2     gb_20 
   C2   C1     gb_25 
   C2   C3     gb_25 
   C1   O5     gb_19 
   O5   C5     gb_19 
   C5   C6     gb_25 
   C5   C4     gb_25 
   C6   O6     gb_19 
   C4   O4     gb_19 
   C4   C3     gb_25 
   O4  +C1     gb_19 
   C3   O3     gb_19 
   O3  H32     gb_1 
 [ angles ] 
;  ai    aj    ak   gromos type 
   C8   C7   O7       ga_29 
   C8   C7   N2       ga_18 
   O7   C7   N2       ga_32 
   C7   N2  H22       ga_31 
   C7   N2   C2       ga_30 
  H22   N2   C2       ga_24 
   N2   C2   C1       ga_12 
   N2   C2   C3       ga_12 
   C1   C2   C3       ga_7 
   C2   C1   O5       ga_8 
   C1   O5   C5       ga_9 

 
   O5   C5   C6       ga_8 
   O5   C5   C4       ga_8 
   C6   C5   C4       ga_7 
   C5   C6   O6       ga_8 
   C5   C4   O4       ga_8 
   C5   C4   C3       ga_7 
   O4   C4   C3       ga_8 
   C4   O4  +C1       ga_9 
   C2   C3   C4       ga_7 
   C2   C3   O3       ga_8 
   C4   C3   O3       ga_8 
   C3   O3  H32       ga_11 
[ impropers ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C7    C8    O7    N2     gi_1 
   N2    C7   H22    C2     gi_1 
   C2    N2    C3    C1     gi_2 
   C5    O5    C6    C4     gi_2 
   C4    C5    C3    O4     gi_2 
   C3    O3    C2    C4     gi_2 
   C5    C2    C4    C1     gi_7 
   C5    C2    C3    C1     gi_8 
   C5    C2    C3    O5     gi_9 
 [ dihedrals ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C8    C7    N2    C2     gd_4 
   C3    C2    N2    C7     gd_14 
   O5    C1    C2    N2     gd_8 
   O3    C3    C2    N2     gd_8 
   C2    C1    O5    C5     gd_14 
   C4    C5    O5    C1     gd_14 
   O6    C6    C5    O5     gd_8 
   C3    C4    C5    O5     gd_7 
   O3    C3    C4    C5     gd_7 
   C2    C3    O3   H32     gd_12 
   C3    C4    O4   +C1     gd_14 
   C2    C3    C4    C5     gd_17 
   C6    C5    C4    C3     gd_17 
   C6    C5    C4    O4     gd_7 
   N2    C2    C3    C4     gd_7 
   C1    C2    C3    O3     gd_7 
   O3    C3    C4    O4     gd_8 
   O5    C5    C4    O4     gd_8 
   C4    C5    C6    O6     gd_7 
   C4    C5    C6    O6     gd_17 
   O5    C1    C2    C3     gd_7 
   C1    C2    C3    C4     gd_17 
   C2    C3    C4    O4     gd_7 
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β-Man-(1→4)-β-GlcNAc-(1→4)-β-GlcNAc 
 
 
[ NAG2 ] 
 [ atoms ] 
   C8   CH3     0.07000     0 
   C7     C     0.27100     0 
   O7     O    -0.40500     0 
   N2     N    -0.23100     0 
  H22     H     0.20100     0 
   C2   CH1     0.09400     0 
   C1   CH1     0.25400     1 
   O5    OA    -0.24200     2 
   C5   CH1     0.24200     2 
   C6   CH2     0.16000     3 
   O6    OA    -0.40000     3 
  H63     H     0.24000     3 
   C4   CH1     0.14200     4 
   O4    OA    -0.39600     4 
   C3   CH1     0.16000     5 
   O3    OA    -0.40000     5 
  H32     H     0.24000     5 
 [ bonds ] 
   C8   C7     gb_26 
   C7   O7     gb_4 
   C7   N2     gb_10 
   N2  H22     gb_2 
   N2   C2     gb_20 
   C2   C1     gb_25 
   C2   C3     gb_25 
   C1   O5     gb_19 
   O5   C5     gb_19 
   C5   C6     gb_25 
   C5   C4     gb_25 
   C6   O6     gb_19 
   O6  H63     gb_1 
   C4   O4     gb_19 
   O4  +C1     gb_19 
   C4   C3     gb_25 
   C3   O3     gb_19 
   O3  H32     gb_1 
 [ angles ] 
;  ai    aj    ak   gromos type 
   C8   C7   O7       ga_29 
   C8   C7   N2       ga_18 
   O7   C7   N2       ga_32 
   C7   N2  H22       ga_31 
   C7   N2   C2       ga_30 
  H22   N2   C2       ga_24 
   N2   C2   C1       ga_12 
   N2   C2   C3       ga_12 
   C1   C2   C3       ga_7 
   C2   C1   O5       ga_8 
   C1   O5   C5       ga_9 
  -O4   C1   O5       ga_8 
  -O4   C1   C2       ga_8 
   O5   C5   C6       ga_8 
   O5   C5   C4       ga_8 

 
 
   C6   C5   C4       ga_7 
   C5   C6   O6       ga_8 
   C6   O6  H63       ga_11 
   C5   C4   O4       ga_8 
   C5   C4   C3       ga_7 
   C4   O4  +C1       ga_9 
   O4   C4   C3       ga_8 
   C2   C3   C4       ga_7 
   C2   C3   O3       ga_8 
   C4   C3   O3       ga_8 
   C3   O3  H32       ga_11 
 [ impropers ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C1   -O4    O5    C2     gi_2 
   C7    C8    O7    N2     gi_1 
   N2    C7   H22    C2     gi_1 
   C2    N2    C3    C1     gi_2 
   C5    O5    C6    C4     gi_2 
   C4    C5    C3    O4     gi_2 
   C3    O3    C2    C4     gi_2 
   C5    C2    C4    C1     gi_7 
   C5    C2    C3    C1     gi_8 
   C5    C2    C3    O5     gi_9 
 [ dihedrals ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C8    C7    N2    C2     gd_4 
   C3    C2    N2    C7     gd_14 
   O5    C1    C2    N2     gd_8 
   O3    C3    C2    N2     gd_8 
   C2    C1    O5    C5     gd_14 
   C4    C5    O5    C1     gd_14 
  -C4   -O4    C1    C2     gd_14 
  -O4    C1    C2    C3     gd_17 
  -O4    C1    C2    C3     gd_7 
  -O4    C1    C2    O2     gd_8 
   O6    C6    C5    O5     gd_8 
   C3    C4    C5    O5     gd_7 
   O3    C3    C4    C5     gd_7 
   C2    C3    O3   H32     gd_12 
   C3    C4    O4   +C1     gd_14 
  H63    O6    C6    C5     gd_12 
   C2    C3    C4    C5     gd_17 
   C6    C5    C4    C3     gd_17 
   C6    C5    C4    O4     gd_7 
   N2    C2    C3    C4     gd_7 
   C1    C2    C3    O3     gd_7 
   O3    C3    C4    O4     gd_8 
   O5    C5    C4    O4     gd_8 
   C4    C5    C6    O6     gd_7 
   C4    C5    C6    O6     gd_17 
   O5    C1    C2    C3     gd_7 
   C1    C2    C3    C4     gd_17 
   C2    C3    C4    O4     gd_7 
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α-Man-(1→6)-β-Man-(1→4)-β-GlcNAc 
 3 
 ↑ 
 1 

       α-Man 
 
 
[ BMA1 ] 
 [ atoms ] 
   C6   CH2     0.36300     0 
   O6    OA    -0.53500     0 
   C5   CH1     0.24200     1 
   O5    OA    -0.24200     1 
   C1   CH1     0.25400     2 
   C2   CH1     0.16000     3 
   O2    OA    -0.40000     3 
  H22     H     0.24000     3 
   C3   CH1     0.14200     4 
   O3    OA    -0.39600     4 
   C4   CH1     0.16000     5 
   O4    OA    -0.40000     5 
  H42     H     0.24000     5 
 [ bonds ] 
   C6   C5     gb_25 
   C5   O5     gb_19 
   C5   C4     gb_25 
   O5   C1     gb_19 
   C1   C2     gb_25 
   C2   O2     gb_19 
   C2   C3     gb_25 
   O2  H22     gb_1 
   C3   O3     gb_19 
   C3   C4     gb_25 
   C4   O4     gb_19 
   O4  H42     gb_1 
   C6   O6     gb_19 
   O6  +C1     gb_19 
 [ angles ] 
;  ai    aj    ak   gromos type 
   C6   C5   O5       ga_8 
   C6   C5   C4       ga_7 
   O5   C5   C4       ga_8 
   C5   O5   C1       ga_9 
   O5   C1   C2       ga_8 
   C1   C2   O2       ga_8 
  -O4   C1   O5       ga_8 
  -O4   C1   C2       ga_8 
   C1   C2   C3       ga_7 
   O2   C2   C3       ga_8 
   C2   O2  H22       ga_11 
   C2   C3   O3       ga_8 
   C2   C3   C4       ga_7 
   O3   C3   C4       ga_8 

 
 
   C5   C4   C3       ga_7 
   C5   C4   O4       ga_8 
   C3   C4   O4       ga_8 
   C4   O4  H42       ga_11 
   C5   C6   O6       ga_8 
   C6   O6  +C1       ga_9 
 [ impropers ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C1   -O4    O5    C2     gi_2 
   C5    C6    C4    O5     gi_2 
   C2    C3    O2    C1     gi_2 
   C3    C4    O3    C2     gi_2 
   C4    O4    C5    C3     gi_2 
   C5    C2    C4    C1     gi_7 
   C5    C2    C3    C1     gi_8 
   C5    C2    C3    O5     gi_9 
 [ dihedrals ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C2    C1    O5    C5     gd_14 
   C3    C2    C1    O5     gd_7 
   C1    C2    O2   H22     gd_12 
   C4    C3    C2    C1     gd_17 
   O4    C4    C3    C2     gd_7 
   C5    C4    O4   H42     gd_12 
   C2    C3    C4    C5     gd_17 
   C1    O5    C5    C4     gd_14 
  -C4   -O4    C1    C2     gd_14 
  -O4    C1    C2    C3     gd_17 
  -O4    C1    C2    C3     gd_7 
  -O4    C1    C2    O2     gd_8 
   O5    C5    C4    C3     gd_7 
   C6    C5    C4    C3     gd_17 
   C6    C5    C4    O4     gd_7 
   C5    C6    O6   +C1     gd_14 
   O5    C1    C2    O2     gd_8 
   O2    C2    C3    C4     gd_7 
   O2    C2    C3    O3     gd_8 
   C1    C2    C3    O3     gd_7 
   O3    C3    C4    C5     gd_7 
   O3    C3    C4    O4     gd_8 
   O5    C5    C4    O4     gd_8 
   C4    C5    C6    O6     gd_7 
   C4    C5    C6    O6     gd_17 
   O5    C5    C6    O6     gd_8 
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α-Man-(1→6)-α-Man-(1→6)-β-Man 
    3 
    ↑ 
    1 

          α-Man 
 
 
[ MAN1 ] 
 [ atoms ] 
   C6   CH2     0.36300     0 
   O6    OA    -0.53500     0 
   C5   CH1     0.24200     1 
   O5    OA    -0.24200     1 
   C1   CH1     0.17200     2 
   C2   CH1     0.16000     3 
   O2    OA    -0.40000     3 
  H22     H     0.24000     3 
   C3   CH1     0.14200     4 
   O3    OA    -0.39600     4 
   C4   CH1     0.16000     5 
   O4    OA    -0.40000     5 
  H42     H     0.24000     5 
 [ bonds ] 
   C6   C5     gb_25 
   C5   O5     gb_19 
   C5   C4     gb_25 
   O5   C1     gb_19 
   C1   C2     gb_25 
   C2   O2     gb_19 
   C2   C3     gb_25 
   O2  H22     gb_1 
   C3   O3     gb_19 
   C3   C4     gb_25 
   C4   O4     gb_19 
   O4  H42     gb_1 
   C6   O6     gb_19 
   O6  +C1     gb_19 
 [ angles ] 
;  ai    aj    ak   gromos type 
   C6   C5   O5       ga_8 
   C6   C5   C4       ga_7 
   O5   C5   C4       ga_8 
   C5   O5   C1       ga_9 
   O5   C1   C2       ga_8 
   C1   C2   O2       ga_8 
  -O6   C1   O5       ga_8 
  -O6   C1   C2       ga_8 
   C1   C2   C3       ga_7 
   O2   C2   C3       ga_8 
   C2   O2  H22       ga_11 
   C2   C3   O3       ga_8 
   C2   C3   C4       ga_7 
   O3   C3   C4       ga_8 

 
 
   C5   C4   C3       ga_7 
   C5   C4   O4       ga_8 
   C3   C4   O4       ga_8 
   C4   O4  H42       ga_11 
   C5   C6   O6       ga_8 
   C6   O6  +C1       ga_9 
 [ impropers ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C1   -O6    C2    O5     gi_2 
   C5    C6    C4    O5     gi_2 
   C2    C3    O2    C1     gi_2 
   C3    C4    O3    C2     gi_2 
   C4    O4    C5    C3     gi_2 
   C5    C2    C4    C1     gi_7 
   C5    C2    C3    C1     gi_8 
   C5    C2    C3    O5     gi_9 
 [ dihedrals ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C2    C1    O5    C5     gd_14 
   C3    C2    C1    O5     gd_7 
   C1    C2    O2   H22     gd_12 
   C4    C3    C2    C1     gd_17 
   O4    C4    C3    C2     gd_7 
   C5    C4    O4   H42     gd_12 
   C2    C3    C4    C5     gd_17 
   C1    O5    C5    C4     gd_14 
  -C6   -O6    C1    C2     gd_14 
  -O6    C1    C2    C3     gd_17 
  -O6    C1    C2    C3     gd_7 
  -O6    C1    C2    O2     gd_8 
   O5    C5    C4    C3     gd_7 
   C6    C5    C4    C3     gd_17 
   C6    C5    C4    O4     gd_7 
   C5    C6    O6   +C1     gd_14 
   O5    C1    C2    O2     gd_8 
   O2    C2    C3    C4     gd_7 
   O2    C2    C3    O3     gd_8 
   C1    C2    C3    O3     gd_7 
   O3    C3    C4    C5     gd_7 
   O3    C3    C4    O4     gd_8 
   O5    C5    C4    O4     gd_8 
   C4    C5    C6    O6     gd_7 
   C4    C5    C6    O6     gd_17 
   O5    C5    C6    O6     gd_8 
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α-Man-(1→2)-α-Man-(1→6)-α-Man 
 
 
[ MAN2 ] 
 [ atoms ] 
   C6   CH2     0.16000     0 
   O6    OA    -0.40000     0 
  H63     H     0.24000     0 
   C5   CH1     0.24200     1 
   O5    OA    -0.24200     1 
   C1   CH1     0.17200     2 
   C2   CH1     0.14200     3 
   O2    OA    -0.39600     3 
   C3   CH1     0.16000     4 
   O3    OA    -0.40000     4 
  H32     H     0.24000     4 
   C4   CH1     0.16000     5 
   O4    OA    -0.40000     5 
  H42     H     0.24000     5 
 [ bonds ] 
   C6   C5     gb_25 
   C5   O5     gb_19 
   C5   C4     gb_25 
   O5   C1     gb_19 
   C1   C2     gb_25 
   C2   O2     gb_19 
   O2  +C1     gb_19 
   C2   C3     gb_25 
   C3   O3     gb_19 
   C3   C4     gb_25 
   O3  H32     gb_1 
   C4   O4     gb_19 
   O4  H42     gb_1 
   C6   O6     gb_19 
   O6  H63     gb_1 
 [ angles ] 
;  ai    aj    ak   gromos type 
   C6   C5   O5       ga_8 
   C6   C5   C4       ga_7 
   O5   C5   C4       ga_8 
   C5   O5   C1       ga_9 
   O5   C1   C2       ga_8 
   C1   C2   O2       ga_8 
   C1   C2   C3       ga_7 
  -O6   C1   O5       ga_8 
  -O6   C1   C2       ga_8 
   O2   C2   C3       ga_8 
   C2   O2  +C1       ga_9 
   C2   C3   O3       ga_8 
   C2   C3   C4       ga_7 
   O3   C3   C4       ga_8 

 
 
   C3   O3  H32       ga_11 
   C5   C4   C3       ga_7 
   C5   C4   O4       ga_8 
   C3   C4   O4       ga_8 
   C4   O4  H42       ga_11 
   C5   C6   O6       ga_8 
   C6   O6  H63       ga_11 
 [ impropers ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C1   -O6    C2    O5     gi_2 
   C5    C6    C4    O5     gi_2 
   C2    C3    O2    C1     gi_2 
   C3    C4    O3    C2     gi_2 
   C4    O4    C5    C3     gi_2 
   C5    C2    C4    C1     gi_7 
   C5    C2    C3    C1     gi_8 
   C5    C2    C3    O5     gi_9 
 [ dihedrals ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C2    C1    O5    C5     gd_14 
   C3    C2    C1    O5     gd_7 
   C4    C3    C2    C1     gd_17 
   C2    C3    O3   H32     gd_12 
   O4    C4    C3    C2     gd_7 
   C5    C4    O4   H42     gd_12 
   C2    C3    C4    C5     gd_17 
   C1    O5    C5    C4     gd_14 
   O5    C5    C4    C3     gd_7 
  -C6   -O6    C1    C2     gd_14 
  -O6    C1    C2    C3     gd_17 
  -O6    C1    C2    C3     gd_7 
  -O6    C1    C2    O2     gd_8 
   C6    C5    C4    C3     gd_17 
   C6    C5    C4    O4     gd_7 
   O5    C1    C2    O2     gd_8 
   O2    C2    C3    C4     gd_7 
   O2    C2    C3    O3     gd_8 
   C3    C2    O2   +C1     gd_14 
   C1    C2    C3    O3     gd_7 
   O3    C3    C4    C5     gd_7 
   O3    C3    C4    O4     gd_8 
   O5    C5    C4    O4     gd_8 
   C4    C5    C6    O6     gd_7 
   C4    C5    C6    O6     gd_17 
   O5    C5    C6    O6     gd_8 
   C5    C6    O6   H63     gd_12 
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α-Man-(1→2)-α-Man 
 
 
[ MAN3 ] 
 [ atoms ] 
   C6   CH2     0.16000     0 
   O6    OA    -0.40000     0 
  H63     H     0.24000     0 
   C5   CH1     0.24200     1 
   O5    OA    -0.24200     1 
   C1   CH1     0.25400     2 
   C2   CH1     0.16000     3 
   O2    OA    -0.40000     3 
  H22     H     0.24000     3 
   C3   CH1     0.16000     4 
   O3    OA    -0.40000     4 
  H32     H     0.24000     4 
   C4   CH1     0.16000     5 
   O4    OA    -0.40000     5 
  H42     H     0.24000     5 
 [ bonds ] 
   C6   C5     gb_25 
   C5   O5     gb_19 
   C5   C4     gb_25 
   O5   C1     gb_19 
   C1   C2     gb_25 
   C2   O2     gb_19 
   C2   C3     gb_25 
   O2  H22     gb_1 
   C3   O3     gb_19 
   C3   C4     gb_25 
   O3  H32     gb_1 
   C4   O4     gb_19 
   O4  H42     gb_1 
   C6   O6     gb_19 
   O6  H63     gb_1 
 [ angles ] 
;  ai    aj    ak   gromos type 
   C6   C5   O5       ga_8 
   C6   C5   C4       ga_7 
   O5   C5   C4       ga_8 
   C5   O5   C1       ga_9 
   O5   C1   C2       ga_8 
   C1   C2   O2       ga_8 
   C1   C2   C3       ga_7 
   O2   C2   C3       ga_8 
  -O2   C1   O5       ga_8 
  -O2   C1   C2       ga_8 
   C2   O2  H22       ga_11 
   C2   C3   O3       ga_8 
   C2   C3   C4       ga_7 

 
   O3   C3   C4       ga_8 
   C3   O3  H32       ga_11 
   C5   C4   C3       ga_7 
   C5   C4   O4       ga_8 
   C3   C4   O4       ga_8 
   C4   O4  H42       ga_11 
   C5   C6   O6       ga_8 
   C6   O6  H63       ga_11 
 [ impropers ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C1   -O2    C2    O5     gi_2 
   C5    C6    C4    O5     gi_2 
   C2    C3    O2    C1     gi_2 
   C3    C4    O3    C2     gi_2 
   C4    O4    C5    C3     gi_2 
   C5    C2    C4    C1     gi_7 
   C5    C2    C3    C1     gi_8 
   C5    C2    C3    O5     gi_9 
 [ dihedrals ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C2    C1    O5    C5     gd_14 
   C3    C2    C1    O5     gd_7 
   C1    C2    O2   H22     gd_12 
   C4    C3    C2    C1     gd_17 
   C2    C3    O3   H32     gd_12 
   O4    C4    C3    C2     gd_7 
   C5    C4    O4   H42     gd_12 
   C2    C3    C4    C5     gd_17 
   C1    O5    C5    C4     gd_14 
   O5    C5    C4    C3     gd_7 
   C6    C5    C4    C3     gd_17 
   C6    C5    C4    O4     gd_7 
   O5    C1    C2    O2     gd_8 
   O2    C2    C3    C4     gd_7 
   O2    C2    C3    O3     gd_8 
  -C2   -O2    C1    C2     gd_14 
  -O2    C1    C2    C3     gd_17 
  -O2    C1    C2    C3     gd_7 
  -O2    C1    C2    O2     gd_8 
   C1    C2    C3    O3     gd_7 
   O3    C3    C4    C5     gd_7 
   O3    C3    C4    O4     gd_8 
   O5    C5    C4    O4     gd_8 
   C4    C5    C6    O6     gd_7 
   C4    C5    C6    O6     gd_17 
   O5    C5    C6    O6     gd_8 
   C5    C6    O6   H63     gd_12 
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β-GlcNAc-(1→2)-α-Man-(1→6)-β-Man 
 
 
[ MAN6 ] 
 [ atoms ] 
   C6   CH2     0.16000     0 
   O6    OA    -0.40000     0 
  H63     H     0.24000     0 
   C5   CH1     0.24200     1 
   O5    OA    -0.24200     1 
   C1   CH1     0.17200     2 
   C2   CH1     0.14200     3 
   O2    OA    -0.39600     3 
   C3   CH1     0.16000     4 
   O3    OA    -0.40000     4 
  H32     H     0.24000     4 
   C4   CH1     0.16000     5 
   O4    OA    -0.40000     5 
  H42     H     0.24000     5 
 [ bonds ] 
   C6   C5     gb_25 
   C5   O5     gb_19 
   C5   C4     gb_25 
   O5   C1     gb_19 
   C1   C2     gb_25 
   C2   O2     gb_19 
   C2   C3     gb_25 
   C3   O3     gb_19 
   O3  H32     gb_1 
   C3   C4     gb_25 
   C4   O4     gb_19 
   O4  H42     gb_1 
   C6   O6     gb_19 
   O6  H63     gb_1 
   O2  +C1     gb_19 
 [ angles ] 
;  ai    aj    ak   gromos type 
   C6   C5   O5       ga_8 
   C6   C5   C4       ga_7 
   O5   C5   C4       ga_8 
   C5   O5   C1       ga_9 
   O5   C1   C2       ga_8 
   C1   C2   O2       ga_8 
  -O6   C1   O5       ga_8 
  -O6   C1   C2       ga_8 
   C1   C2   C3       ga_7 
   O2   C2   C3       ga_8 
   C2   C3   O3       ga_8 
   C3   O3  H32       ga_11 
   C2   C3   C4       ga_7 
   O3   C3   C4       ga_8 

 
 
   C5   C4   C3       ga_7 
   C5   C4   O4       ga_8 
   C3   C4   O4       ga_8 
   C4   O4  H42       ga_11 
   C5   C6   O6       ga_8 
   C6   O6  H63       ga_11 
   C2   O2  +C1       ga_9 
 [ impropers ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C1   -O6    C2    O5     gi_2 
   C5    C6    C4    O5     gi_2 
   C2    C3    O2    C1     gi_2 
   C3    C4    O3    C2     gi_2 
   C4    O4    C5    C3     gi_2 
   C5    C2    C4    C1     gi_7 
   C5    C2    C3    C1     gi_8 
   C5    C2    C3    O5     gi_9 
 [ dihedrals ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C2    C1    O5    C5     gd_14 
   C3    C2    C1    O5     gd_7 
   C4    C3    C2    C1     gd_17 
   O4    C4    C3    C2     gd_7 
   C5    C4    O4   H42     gd_12 
   C2    C3    C4    C5     gd_17 
   C1    O5    C5    C4     gd_14 
  -C6   -O6    C1    C2     gd_14 
  -O6    C1    C2    C3     gd_17 
  -O6    C1    C2    C3     gd_7 
  -O6    C1    C2    O2     gd_8 
   O5    C5    C4    C3     gd_7 
   C6    C5    C4    C3     gd_17 
   C6    C5    C4    O4     gd_7 
   C3    C2    O2   +C1     gd_14 
   O5    C1    C2    O2     gd_8 
   O2    C2    C3    C4     gd_7 
   O2    C2    C3    O3     gd_8 
   C1    C2    C3    O3     gd_7 
   C2    C3    O3   H32     gd_12 
   O3    C3    C4    C5     gd_7 
   O3    C3    C4    O4     gd_8 
   O5    C5    C4    O4     gd_8 
   C4    C5    C6    O6     gd_7 
   C4    C5    C6    O6     gd_17 
   O5    C5    C6    O6     gd_8 
   C5    C6    O6   H63     gd_12 
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β-Gal-(1→4)-β-GlcNAc-(1→2)-α-Man 
 
 
[ NAG9 ] 
 [ atoms ] 
   C8   CH3     0.07000     0 
   C7     C     0.27100     0 
   O7     O    -0.40500     0 
   N2     N    -0.23100     0 
  H22     H     0.20100     0 
   C2   CH1     0.09400     0 
   C1   CH1     0.25400     1 
   O5    OA    -0.24200     2 
   C5   CH1     0.24200     2 
   C6   CH2     0.16000     3 
   O6    OA    -0.40000     3 
  H63     H     0.24000     3 
   C4   CH1     0.14200     4 
   O4    OA    -0.39600     4 
   C3   CH1     0.16000     5 
   O3    OA    -0.40000     5 
  H32     H     0.24000     5 
 [ bonds ] 
   C8   C7     gb_26 
   C7   O7     gb_4 
   C7   N2     gb_10 
   N2  H22     gb_2 
   N2   C2     gb_20 
   C2   C1     gb_25 
   C2   C3     gb_25 
   C1   O5     gb_19 
   O5   C5     gb_19 
   C5   C6     gb_25 
   C5   C4     gb_25 
   C6   O6     gb_19 
   O6  H63     gb_1 
   C4   O4     gb_19 
   O4  +C1     gb_19 
   C4   C3     gb_25 
   C3   O3     gb_19 
   O3  H32     gb_1 
 [ angles ] 
;  ai    aj    ak   gromos type 
   C8   C7   O7       ga_29 
   C8   C7   N2       ga_18 
   O7   C7   N2       ga_32 
   C7   N2  H22       ga_31 
   C7   N2   C2       ga_30 
  H22   N2   C2       ga_24 
   N2   C2   C1       ga_12 
   N2   C2   C3       ga_12 
   C1   C2   C3       ga_7 
   C2   C1   O5       ga_8 
   C1   O5   C5       ga_9 
  -O2   C1   O5       ga_8 
  -O2   C1   C2       ga_8 
   O5   C5   C6       ga_8 
   O5   C5   C4       ga_8 

 
 
   C6   C5   C4       ga_7 
   C5   C6   O6       ga_8 
   C6   O6  H63       ga_11 
   C5   C4   O4       ga_8 
   C5   C4   C3       ga_7 
   C4   O4  +C1       ga_9 
   O4   C4   C3       ga_8 
   C2   C3   C4       ga_7 
   C2   C3   O3       ga_8 
   C4   C3   O3       ga_8 
   C3   O3  H32       ga_11 
 [ impropers ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C1   -O2    O5    C2     gi_2 
   C7    C8    O7    N2     gi_1 
   N2    C7   H22    C2     gi_1 
   C2    N2    C3    C1     gi_2 
   C5    O5    C6    C4     gi_2 
   C4    C5    C3    O4     gi_2 
   C3    O3    C2    C4     gi_2 
   C5    C2    C4    C1     gi_7 
   C5    C2    C3    C1     gi_8 
   C5    C2    C3    O5     gi_9 
 [ dihedrals ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C8    C7    N2    C2     gd_4 
   C3    C2    N2    C7     gd_14 
   O5    C1    C2    N2     gd_8 
   O3    C3    C2    N2     gd_8 
   C2    C1    O5    C5     gd_14 
   C4    C5    O5    C1     gd_14 
  -C2   -O2    C1    C2     gd_14 
  -O2    C1    C2    C3     gd_17 
  -O2    C1    C2    C3     gd_7 
  -O2    C1    C2    O2     gd_8 
   O6    C6    C5    O5     gd_8 
   C3    C4    C5    O5     gd_7 
   O3    C3    C4    C5     gd_7 
   C2    C3    O3   H32     gd_12 
   C3    C4    O4   +C1     gd_14 
  H63    O6    C6    C5     gd_12 
   C2    C3    C4    C5     gd_17 
   C6    C5    C4    C3     gd_17 
   C6    C5    C4    O4     gd_7 
   N2    C2    C3    C4     gd_7 
   C1    C2    C3    O3     gd_7 
   O3    C3    C4    O4     gd_8 
   O5    C5    C4    O4     gd_8 
   C4    C5    C6    O6     gd_7 
   C4    C5    C6    O6     gd_17 
   O5    C1    C2    C3     gd_7 
   C1    C2    C3    C4     gd_17 
   C2    C3    C4    O4     gd_7 
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β-Gal-(1→4)-β-GlcNAc 
 
 
[ GAL1 ] 
 [ atoms ] 
   C6   CH2     0.16000     0 
   O6    OA    -0.40000     0 
  H63     H     0.24000     0 
   C5   CH1     0.24200     1 
   O5    OA    -0.24200     1 
   C1   CH1     0.25400     2 
   C2   CH1     0.16000     3 
   O2    OA    -0.40000     3 
  H22     H     0.24000     3 
   C3   CH1     0.16000     4 
   O3    OA    -0.40000     4 
  H32     H     0.24000     4 
   C4   CH1     0.16000     5 
   O4    OA    -0.40000     5 
  H42     H     0.24000     5 
 [ bonds ] 
   C6   C5     gb_25 
   C5   O5     gb_19 
   C5   C4     gb_25 
   O5   C1     gb_19 
   C1   C2     gb_25 
   C2   O2     gb_19 
   C2   C3     gb_25 
   O2  H22     gb_1 
   C3   O3     gb_19 
   C3   C4     gb_25 
   O3  H32     gb_1 
   C4   O4     gb_19 
   O4  H42     gb_1 
   C6   O6     gb_19 
   O6  H63     gb_1 
 [ angles ] 
;  ai    aj    ak   gromos type 
   C6   C5   O5       ga_8 
   C6   C5   C4       ga_7 
   O5   C5   C4       ga_8 
   C5   O5   C1       ga_9 
   O5   C1   C2       ga_8 
   C1   C2   O2       ga_8 
   C1   C2   C3       ga_7 
   O2   C2   C3       ga_8 
  -O4   C1   O5       ga_8 
  -O4   C1   C2       ga_8 
   C2   O2  H22       ga_11 
   C2   C3   O3       ga_8 
   C2   C3   C4       ga_7 

 
   O3   C3   C4       ga_8 
   C3   O3  H32       ga_11 
   C5   C4   C3       ga_7 
   C5   C4   O4       ga_8 
   C3   C4   O4       ga_8 
   C4   O4  H42       ga_11 
   C5   C6   O6       ga_8 
   C6   O6  H63       ga_11 
 [ impropers ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C1   -O4    O5    C2     gi_2 
   C5    C6    C4    O5     gi_2 
   C2    C3    C1    O2     gi_2 
   C3    C4    O3    C2     gi_2 
   C4    O4    C3    C5     gi_2 
   C5    C2    C4    C1     gi_7 
   C5    C2    C3    C1     gi_8 
   C5    C2    C3    O5     gi_9 
 [ dihedrals ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C2    C1    O5    C5     gd_14 
   C3    C2    C1    O5     gd_7 
   C1    C2    O2   H22     gd_12 
   C4    C3    C2    C1     gd_17 
   C2    C3    O3   H32     gd_12 
   O4    C4    C3    C2     gd_7 
   C5    C4    O4   H42     gd_12 
   C2    C3    C4    C5     gd_17 
   C1    O5    C5    C4     gd_14 
   O5    C5    C4    C3     gd_7 
   C6    C5    C4    C3     gd_17 
   C6    C5    C4    O4     gd_7 
   O5    C1    C2    O2     gd_8 
   O2    C2    C3    C4     gd_7 
   O2    C2    C3    O3     gd_8 
  -C4   -O4    C1    C2     gd_14 
  -O4    C1    C2    C3     gd_17 
  -O4    C1    C2    C3     gd_7 
  -O4    C1    C2    O2     gd_8 
   C1    C2    C3    O3     gd_7 
   O3    C3    C4    C5     gd_7 
   O3    C3    C4    O4     gd_8 
   O5    C5    C4    O4     gd_8 
   C4    C5    C6    O6     gd_7 
   C4    C5    C6    O6     gd_17 
   O5    C5    C6    O6     gd_8 
   C5    C6    O6   H63     gd_12 

 
 



 

 

114

 

Fuc-(1→O)-Ser 
 
 
[ SER ] 
 [ atoms ] 
    N     N    -0.28000     0 
    H     H     0.28000     0 
   CA   CH1     0.00000     1 
   CB   CH2     0.17000     2 
   OG    OA    -0.32000     2 
    C     C       0.380     3 
    O     O      -0.380     3 
 [ bonds ] 
    N     H    gb_2 
    N    CA    gb_20 
   CA     C    gb_26 
    C     O    gb_4 
    C    +N    gb_9 
   CA    CB    gb_26 
   CB    OG    gb_17 
[ angles ] 
;  ai    aj    ak   gromos type 
   -C     N     H     ga_31 
    H     N    CA     ga_17 

 
 
   -C     N    CA     ga_30 
    N    CA     C     ga_12 
   CA     C    +N     ga_18 
   CA     C     O     ga_29 
    O     C    +N     ga_32 
    N    CA    CB     ga_12 
    C    CA    CB     ga_12 
   CA    CB    OG     ga_12 
[ impropers ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
    N    -C    CA     H     gi_1 
    C    CA    +N     O     gi_1 
   CA     N     C    CB     gi_2 
 [ dihedrals ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
  -CA    -C     N    CA     gd_4 
   -C     N    CA     C     gd_19 
    N    CA     C    +N     gd_20 
    N    CA    CB    OG     gd_17 
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Fuc-(1→O)-Ser 
 
 
[ FUC2 ] 
 [ atoms ] 
   C6   CH3     0.00000     0 
   C5   CH1     0.24200     1 
   O5    OA    -0.24200     1 
   C1   CH1     0.15000     2 
   C2   CH1     0.16000     3 
   O2    OA    -0.40000     3 
  H22     H     0.24000     3 
   C3   CH1     0.16000     4 
   O3    OA    -0.40000     4 
  H32     H     0.24000     4 
   C4   CH1     0.16000     5 
   O4    OA    -0.40000     5 
  H42     H     0.24000     5 
 [ bonds ] 
   C6   C5     gb_25 
   C5   O5     gb_19 
   C5   C4     gb_25 
   O5   C1     gb_19 
   C1   C2     gb_25 
   C2   O2     gb_19 
   C2   C3     gb_25 
   O2  H22     gb_1 
   C3   O3     gb_19 
   C3   C4     gb_25 
   O3  H32     gb_1 
   C4   O4     gb_19 
   O4  H42     gb_1 
 [ angles ] 
;  ai    aj    ak   gromos type 
   C6   C5   O5       ga_8 
   C6   C5   C4       ga_7 
   O5   C5   C4       ga_8 
   C5   O5   C1       ga_9 
   O5   C1   C2       ga_8 
   C1   C2   O2       ga_8 
   C1   C2   C3       ga_7 
   O2   C2   C3       ga_8 
   C2   O2  H22       ga_11 

 
 
   C2   C3   O3       ga_8 
   C2   C3   C4       ga_7 
   O3   C3   C4       ga_8 
   C3   O3  H32       ga_11 
   C5   C4   C3       ga_7 
   C5   C4   O4       ga_8 
   C3   C4   O4       ga_8 
   C4   O4  H42       ga_11 
 [ impropers ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   C5    C6    O5    C4     gi_2 
   C2    C1    C3    O2     gi_2 
   C3    C2    O3    C4     gi_2 
   C4    O4    C5    C3     gi_2 
   C5    C2    C4    C1     gi_4 
   C5    C2    C3    C1     gi_5 
   C5    C2    C3    O5     gi_6 
 [ dihedrals ] 
;  ai    aj    ak    al   gromos type 
   O4    C4    C5    C6     gd_7 
   C2    C1    O5    C5     gd_14 
   C3    C2    C1    O5     gd_7 
   C1    C2    O2   H22     gd_12 
   C4    C3    C2    C1     gd_17 
   C2    C3    O3   H32     gd_12 
   O4    C4    C3    C2     gd_7 
   C5    C4    O4   H42     gd_12 
   C2    C3    C4    C5     gd_17 
   C1    O5    C5    C4     gd_14 
   O5    C5    C4    C3     gd_7 
   C6    C5    C4    C3     gd_17 
   O5    C1    C2    O2     gd_8 
   O2    C2    C3    C4     gd_7 
   O2    C2    C3    O3     gd_8 
   C1    C2    C3    O3     gd_7 
   O3    C3    C4    C5     gd_7 
   O3    C3    C4    O4     gd_8 
   O5    C5    C4    O4     gd_8 
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