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RESUMO

Antitrombina (AT), uma proteina membro da familia dos inibidores de serino
proteases, € uma glicoproteina que co-existe em duas isoformas, a e B, que se
diferenciam pelo contetudo de glicosilacéo e pela afinidade por glicosaminoglicanos
(GAG), um grupo de polissacarideos polisulfatados, dentre as quais se destaca a
heparina. AT é ativada quando ligada a GAGs, tornando-se assim capaz de inibir,
com alta eficiéncia, proteases da cascata de coagulacdo como trombina e fXa.
Essas enzimas formam complexos ternarios com heparina e AT, sendo cada uma
subsequentemente inibidas preferencialmente por um mecanismo de acao distinto:
[1] baseado em mudancas conformacionais (fXa), ou pelo [2] mecanismo de ponte
(trombina). Adicionalmente, ja foi observado que heparina isoladamente pode
modular a atividade catalitica de flla e fXa. Considerando a falta de dados estruturais
a respeito dos efeitos da glicosilagdo sobre a estrutura e flexibilidade de AT, bem
como sobre o reconhecimento heparina-AT, e que as bases moleculares da inibicdo
alostérica de flla e fXa por GAGs nao é bem compreendida, o presente trabalho visa
caracterizar o reconhecimento molecular de heparina por essas proteinas, através
de dinamica molecular (DM). Os resultados obtidos indicam que a heparina interage
de forma diferente nas glicoformas de AT devido a uma interferéncia da glicana
ligada a Asn135. Da mesma forma, diferentes arranjos do GAG na superficie de
trombina e fXa podem estar relacionadas as suas diferentes susceptibilidades aos
mecanismos de ag¢ao de heparina, uma vez que sua orientacdo na superficie de flla,
mas nao fXa, permite uma interacdo adequada com AT em complexos ternarios.
Nesse contexto, foi observado, durante as simulagdes, que heparina inibiu
alostericamente trombina e fXa, promovendo mudancas na conformacgao da triade
catalitica das proteases, e ativou AT, promovendo rearranjos intramoleculares entre
seus elementos de estrutura secundaria. Em ambos os casos, as vias de
transmissao de sinal associadas a essas mudancas de atividade foram tragadas
pela primeira vez nesse trabalho. De forma geral, os resultados obtidos conferem
novas evidéncias de que a glicosilacdo tem um papel crucial na ativacao diferencial
de a- e B-AT por heparina, e que a orientacdo de GAGs na superficie de trombina e

fXa € o que determina o0 mecanismo de sua modulagéo por heparina.
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ABSTRACT

Antithrombin (AT), a member of the serpin protease inhibitors family, is a
glycoprotein that co-exists in two isoforms, a and B, which differ in their amount of
glycosylation and affinity for glycosaminoglycans (GAG), a group of sulphated
polysaccharides, as heparin. AT is activated when bound to GAGs, becoming
capable to inhibit coagulation cascade serine proteases like thrombin and fXa. Such
enzymes form ternary complexes with heparin and AT, being subsequently inhibited
by two distinct mechanisms of action: [1] the conformational change-based
mechanism or the [2] bridge mechanism. In addition, heparin binding itself was also
observed to modulate the catalytic activity of both flla and fXa. Considering the lack
of structural information regarding the effect of glycosylation over the structure and
flexibility of AT, as well as in heparin-AT recognition, and that the molecular basis of
the allosteric inhibition of flla and fXa, promoted by such GAG, is not fully
understood, the current work intends to characterize the molecular recognition of
heparin by such proteins through molecular dynamics (MD) simulations. The
obtained results indicate that heparin binds differently on AT glycoforms due to an
interference of Asn135-linked glycan. As well, distinct arrangements of the
polysaccharide on the surface of thrombin and fXa may be related to their diverse
susceptibilities to heparin mechanisms of action, as heparin orientation observed on
the surface of flla, but not fXa, allows for an adequate long chain heparin binding to
AT in ternary complexes. In this context, heparin was observed to allosterically inhibit
thrombin and fXa by promoting changes in the proteases catalytic triad conformation,
but to activate AT by promoting intramolecular rearrangements on its secondary
structure elements. In both cases, the signal transmission pathways associated with
such activity changes were traced by the present work for the first time. Altogether,
the obtained results provide new evidences that glycosylation play a central role on
the differential activation of a- and B-AT by heparin, and that GAGs orientation on the
surface of thrombin and fXa determine the mechanism of their modulation by
heparin.
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1 Introducao

1.1 Hemostasia

A hemostasia consiste em um processo fisioldégico que controla a fluidez do
sangue, sendo capaz de rapidamente responder a perturbacdes no endotélio
vascular de forma a evitar o extravasamento de sangue (Vine, 2009). Essa fluidez é
obtida através do balancgo entre forgas pro-coagulantes, responséaveis pela formacéao
do tampao que ira impedir a perda sanguinea em caso de lesbes aos vasos, e as
anticoagulantes, que prevalecem em circunstancias normais (Dahlback, 2000), cuja
funcédo é prevenir que a coagulacdo ocorra em situagdes inapropriadas e de forma
exagerada (Segers et al., 2007). Quando da ocorréncia de um dano fisico ao vaso,
as forcas pré-coagulantes se sobrepbe em um processo que envolve a agregagao
plaquetaria na regidao danificada do vaso, aliada a formagdo de complexos
enzimaticos estruturados a partir da membrana celular dessas plaguetas e ao redor
da lesdao (Rasche, 2001). Segundo o mais recente modelo da cascata de
coagulacao, baseado em superficies celulares (Hoffman & Monroe Ill, 2001), esse
processo ocorre em trés etapas: iniciacao (Figura 1A, amarelo), amplificacao (Figura
1B, verde) e propagacao (Figura 1C, azul).

1.1.1 Mecanismos pré-coagulantes
Como consequéncia de danos a vasos sanguineos, células extravasculares

como fibroblastos e células de musculatura lisa sdo expostas ao sangue circulante.
A partir desse contato, o processo de coagulacao é disparado, através da interacéo
entre (1) uma glicoproteina transmembrana conhecida como fator tecidual (FT, do
inglés tissue factor — TF), presente na superficie dessas células (porém ausente na
superficie externa de tecido vascular sadio), e (2) fator VII sanguineo (Segers et al.,
2007). Com relacdo a esta ultima proteina, uma enzima da familia das serino
proteases, sua interacado com FT pode ocorrer através de qualquer das duas formas
circulantes no plasma, de enzima ativada ou de zimogénio (Segers et al., 2007), que
€ convertido rapidamente a forma de enzima ativa ap6s a interagdo (Wildgoose &
Kisiel, 1989). Uma vez iniciada, a coagulacdo do sangue ocorre ao redor da
superficie dessas células contendo fVlla ligado a FT, no qual forma-se um ambiente
protegido dos mecanismos anticoagulantes plasmaticos (Vine, 2009). Esse

complexo, fVIla-FT, possui atividade catalitica sobre os fatores IX e X, gerando fIXa,



que permanece em grande parte aderido a superficie celular, e fXa, que pode
difundir para o plasma, onde é rapidamente inibido por mecanismos anticoagulantes
ou permanecer aderido a célula (Hoffman & Monroe lll, 2001). Nesse caso, fXa se
combina com fVa, previamente ativado a partir de fV pelo proprio fXa (Vine, 2009),

para converter pequenas quantidades de protrombina em trombina (flla).

Figura 1: Representacdo esquematica do processo de coagulacdo sanguinea,
envolvendo as fases de iniciacdo (A, amarelo), amplificacao (B, verde) e propagacéao
(C, azul). A atividade enzimatica de proteinas e complexos proteicos esta ilustrada
por setas. As proteinas inativas estdo apresentadas em preto, enquanto que as
proteinas ativas e suas acbes sdo mostradas em vermelho. A procedéncia das
proteinas que compde cada complexo enzimatico estd indicada por setas
pontilhadas. Os complexos enzimaticos e suas agdes sao mostrados em verde.



Concomitantemente a isso, também em consequéncia dos danos ao vaso
sanguineo, fibras de colageno sdo expostas ao sangue circulante (Segers et al.,
2007). A partir dessa exposicao, um movimento de agregacao plaquetaria a essas
fibras ocorre, mediado por fator von Willebrand circulante e receptores de colageno
presentes na superficie dessas plaquetas (Segers et al., 2007). Esse processo ativa
parcialmente essas células, da mesma forma que as aproxima dos sitios onde FT
esta localizado (Hoffman & Monroe Ill, 2001) e, consequentemente, da trombina
gerada na etapa de iniciacdo da coagulacdo. Essa enzima apresenta um papel
crucial na amplificagcdo do processo de adesao, ativacdo e agregacao plaquetaria,
da mesma forma que ativa os fatores da coagulacao V, VIl e XI, gerando fVa, fVllla
e fXla (Hoffman & Monroe Ill, 2001; Vine, 2009).

A partir desses eventos, ocorre a propagacado do processo de coagulacéo
sanguinea, em que trombina é gerada em grande escala. Isso ocorre principalmente
na superficie das plaquetas ativadas, que expressam sitios de ligacao de alta
afinidade pelos fatores flXa, fXa e fXla (Hoffman & Monroe Ill, 2001), envolvidos na
composicao e ativacdo das enzimas que formam o complexo protrombinase,
responsavel pela geracdo de flla. Especificamente, o complexo tenase (Figura 1,
estrutura por Autin et al., 2005), cuja funcao é ativar fX a fXa, é formado por fVllla,
gerado por trombina na etapa de amplificacao, e flXa, gerado na etapa de iniciacao
ou convertido por fXla presente na superficie celular das plaquetas (Hoffman &
Monroe llI, 2001). O fXa recém gerado a partir do complexo tenase ira se combinar
com fVa, ativado por trombina na etapa de amplificacdo, formando o complexo
protrombinase (Figura 1, estrutura por Lee et al., 2008), que produz trombina em
grandes quantidades (Hoffman & Monroe IIl, 2001).

Na ultima etapa da formagdo do tampéao, trombina é responsavel pela
conversao de fibrinogénio, uma glicoproteina circulante no plasma sanguineo, em
fibrina, que ira se combinar entre si na forma de um agregado insoluvel (Segers et
al., 2007). Trombina, da mesma forma, € responsavel pela formagéao de fXIIl, um
fator estabilizador de fibrina que possui atividade transglutaminase (Vine, 2009).
Esse fator forma ligacdes entre fibras adjacentes de fibrina e incorpora outras
proteinas ao agregado, como a.-antiplasmina e fibronectina (Alzahrani & Ajjan,
2010). Essa acao, por sua vez, fortalece a agregacao plaquetaria, ao passo que a
malha de fibrina se liga as plaquetas (Rasche, 2001). Apds a formacao do tampao,
tem inicio uma recuperacao dos tecidos componentes da parede do vaso danificado



0 que, a medida que é concluido, permite a acdo da plasmina, o produto da ativacao
de plasminogénio, em um processo conhecido como fibrinélise, em que os depdsitos

de fibrina sédo removidos das paredes vasculares (Segers et al., 2007).

1.1.2 Mecanismos anticoagulantes
Sob condigdes fisioldgicas, nas quais ndo ha perturbagdes ao sistema vascular,

as plaquetas ndo se aderem aos vasos sanguineos, ndo se agregam nem se ligam a
fatores pro-coagulantes circulantes no plasma em proporcoes que levem a formacéao
de coagulos (Rasche, 2001). Isso ocorre devido a acao de varios fatores endoteliais
que contribuem para manter a permeabilidade vascular, evitando a formacao desses
coagulos, tais como inibidores e moduladores da agregacdo plaquetaria, da
coagulacao sanguinea e da fibrindlise (Tabela 1), além dos préprios efeitos de
diluicao do sangue circulante (Rasche, 2001; Green, 2006).

Tabela 1: Elementos do endotélio que contribuem na permeabilidade vascular.

Acéo Bioldgica Componente do endotélio*

Adenosina difosfatase
Inibicdo da CD39 (ADPase/ATPase)
ativacao plaquetaria Oxido nitrico

Prostaciclina (PGl,)

Inibicdo da Trombomodulina
coagulacao sanguinea Heparan sulfato
Modulacéo da Ativador de plasminogénio tecidual
fibrindlise Ativador de plasminogénio tipo uroquinase

* Dados adaptados de Rasche, 2001 e Green, 2006.

Por exemplo, trombomodulina € uma glicoproteina transmembrana que atua
como um receptor de trombina na superficie vascular. A interagao entre essas duas
moléculas diminui significativamente a atividade de trombina na ativacdo de
plaguetas e na geracdo dos fatores Va e Vllla durante a fase de amplificagdo da
coagulacao sanguinea (Li et al., 2012). Adicionalmente, proteinas circulantes no
plasma se somam a esses fatores endoteliais para manter a fluidez do sangue,
dentre os quais se destacam o inibidor da via do fator tecidual (do inglés tissue factor

pathway inhibitor, TFPI), proteina C ativada e a familia das serpinas.



O TFPI consiste em um regulador da fase de iniciacdo da coagulagao
sanguinea, atuando através da inibicdo da atividade catalitica de fXa e sobre o
complexo fVIla-FT (Broze et al., 1988; Hackeng et al., 2009). E um inibidor de
proteases da familia Kunitz, apresentando 3 dominios de mesmo nome em sua
estrutura, além de uma regido N-terminal acida e uma regiao C-terminal basica
(Hackeng et al., 2009). Seu mecanismo de acao principal deve-se a formagcao de um
complexo quaternario envolvendo fXa, fVlla e FT (Girardi et al., 1989), embora se
saiba que proteina S, um cofator de proteina C ativada, possa também acelerar sua
inibicao especifica sobre fXa (Hackeng et al., 2009).

A proteina C ativada, por sua vez, é uma serino protease, tal como outras
enzimas envolvidas na coagulacao do sangue (isto &, fatores lla, Vlla, IXa, Xa, Xla e
Xlla). Sua atividade catalitica esta na degradacao seletiva de fVa e fVllla, o que
inativa, por consequéncia, os complexos protrombinase e tenase, respectivamente
(Dahlback & Villoutreix, 2005). Ela € gerada a partir de proteina C, através da agéo
do complexo trombomodulina-trombina (Li et al., 2012) e, tal como TFPI, possui a
proteina S como cofator, cujo mecanismo molecular de acido ainda nao esta bem
compreendido (Malm et al., 2008).

J& as serpinas sao inibidoras de serino proteases (do inglés SERine Proteases
INhibitor, serpin) que possuem ampla distribuicdo na natureza e apresentam uma
grande similaridade estrutural, a despeito de uma ampla diversidade funcional
(Silverman et al., 2001) e, por vezes, baixa identidade entre sequéncias de
aminoacido (Gettins, 2002). Nesse sentido, embora representantes dessa classe de
proteinas tenham sido originalmente caracterizados como inibidores de enzimas do
tipo serino proteases, diversas serpinas sao assim denominadas sem apresentarem
atividade inibitéria, dentre as quais estdo angiotensinogénio, que atua na regulacao
da pressao sanguinea (Potempa et al., 1994) e as globulinas ligadoras de tiroxina e
corticoesterdides, que agem no transporte de hormoénios (Silverman et al., 2001).
Dentre aquelas com atividade inibitéria, e que atuam sobre proteases da
coagulagcao, destacam-se o cofator 2 de heparina e a antitrombina (AT), um dos
alvos de estudo da presente tese. Ambas inibem seus alvos enzimaticos através de
uma reacdo modulada por glicosaminoglicanos (GAG), como heparina
(terapeuticamente) e heparan sulfato (fisiologicamente) (Gettins, 2002), cujo
mecanismo de inibi¢do, tais como de outras serpinas, requer uma drastica mudanca

conformacional apds o contato com a protease alvo (Whisstock & Bottomley, 2008).



1.2 Inibicao de proteases da coagulacao por AT

No caso de AT, ocorrem dois tipos de alteracdes conformacionais na estrutura
da serpina durante o processo de inibigdo das enzimas da coagulagéo: no primeiro,
em que as proteases ndo necessariamente estao ligadas a AT, a heparina promove
uma ativagcado alostérica na serpina, potencializando sua atividade inibitoria
(Whisstock et al., 2000) e, no segundo, essas mudancas conformacionais na serpina
levam as enzimas a inativacdo (Huntington et al., 2000a). Destacadamente, um
conjunto de folhas-f3, chamado de folha-B A (Figura 2, laranja), participa nestas duas

etapas de mudanca conformacional (McCoy et al., 2003).

Figura 2: Ativacao alostérica de (A) AT nativa a (B) AT ativada, mediada por GAG.
As estruturas estao representadas em cartoon, enquanto que elementos importantes
no processo de ativacdo de AT estdo destacados em cor: hélice D (vermelho), -

folha A (laranja), regido hinge do RCL (azul) e o aminoacido Arg393 (magenta).

No inicio dessa cascata de eventos, a estrutura de AT, chamada de nativa,
apresenta trés conjuntos de folhas-B, nove a-hélices (Figura 2A) e varias alcas,
algumas bastante longas, seja interligando esses elementos de estrutura secundaria
(contendo até aproximadamente 25 aminoacidos), ou localizada na regido N-terminal
da serpina, apresentando cerca de 50 residuos (McCoy et al., 2003). A partir da
ligacdo do GAG a serpina, como heparina ou heparan sulfato, a AT é ativada
alostericamente, ocasionando uma série de modificagcbes na estrutura terciaria da

proteina, envolvendo o rearranjo de diversos elementos de estrutura secundaria da



proteina (Langdown et al, 2004). As trés alteracdoes principais envolvem [1] o
aumento da extensao, a C-terminal, da chamada a-hélice D (Figura 2, vermelho),
que passa de onze (His120 a Tyr131) a dezoito (GIn118 a Lys136) residuos
componentes (Belzar et al., 2002), [2] a expulsao da regidao hinge (Figura 2, azul) de
dentro da folha- A (Langdown et al., 2004), o que leva a [3] contragdo da folha- A
e sua maior organizacao. A regiao hinge consiste na por¢cdo N-terminal de uma alca
especifica, conhecida como alca reativa central (do inglés reactive center loop,
RCL). Como consequéncia desses eventos, ha um aumento da afinidade da AT pelo
GAG (Jin et al., 1997) e a exposigcao do principal residuo de aminoacido relacionado
a inativacao das serino proteases, Arg393 (Figura 2, magenta).

No processo de inibicao de enzimas da coagulacao, GAGs podem exercer seu
papel na potencializacdo da atividade inibitéria de AT através de dois mecanismos
de acao distintos (Gettins, 2002; Olson et al., 2004). Em um deles, conhecido com
mecanismo de ponte (Figura 3A), uma cadeia polissacaridica de GAG de no minimo
18 residuos se liga concomitantemente a serpina e a protease alvo. Essa interacao
entre polissacarideo e as proteinas ocorre principalmente através de interacdes
ibnicas entre grupamentos sulfato (SOs3’), sulfonamida (NHSO3') e carboxilato (COQO")
do GAG, e residuos de aminoacido de carga positiva, como Arg e Lys presentes em
AT e na enzima. O outro mecanismo, conhecido como mecanismo de ativacao
conformacional ou baseado em mudangas conformacionais (Figura 3B), uma
sequéncia de GAG de no minimo 5 residuos se liga exclusivamente a serpina
(Gettins, 2002; Olson et al., 2004).

Figura 3: Mecanismos de acdo da heparina (A-B) na inibicdo das proteases da
coagulacao. As estruturas protéicas estao representadas em cartoon, enquanto que
heparina esta ilustrada em esferas solidas de van der Waals (VDW). AT esta

colorida de azul, e as proteases alvo estdo mostradas em verde.



Com relag&o as principais proteases alvo da AT, trombina é somente inativada
através do mecanismo de ponte (Laurent et al., 1978; Oosta et al., 1981; Lane et al.,
1984), o que indica que essa enzima nao é sensivel as mudancas conformacionais
induzidas em AT por heparinas que contenham menos de 18 monossacarideos, e
que, de fato, trombina depende da interacdo com GAG para ser inibida. O fator Xa,
por outro lado, € mais susceptivel ao mecanismo de ativagdo conformacional (Choay
et al., 1983), embora esta enzima seja também inibida através do mecanismo de
ponte na presenca de uma concentracao 6tima (aproximadamente 50nM) de calcio
(Rezaie, 1998).

Figura 4: Representacdo esquematica do (A) estado inicial do reconhecimento do
sitio ativo das proteases alvo com AT e do (B) intermediario acil-éster, formado pela

acao enzimatica incompleta das serino proteases.

No inicio do processo de inativacdo, essas proteases reconhecem uma
sequéncia de aminoacidos da serpina, localizada no RCL (delimitada pelos residuos
Asn376 e Arg393), mas especificamente (Figura 4A) centralizada no residuo de
Arg393 (Gettins, 2002; Olson et al., 2010). Fisiologicamente, a sequéncia consenso
preferencial de reconhecimento de trombina demanda fortemente um residuo de Pro
anterior a Arg (Harris et al, 2000), e pode ser sintetizado em Pro—Arg—
Ser/Ala/Gly/Thr—X—Arg, onde X é qualquer aminoacido nao acido (Gallwitz et al.,

2012); a sequéncia consenso de reconhecimento de fator Xa é mais flexivel, porém



pode ser resumida a Y-Z-Gly—Arg, onde Y representa aminoacidos alifaticos, tais
como lle, e Z é qualquer aminoacido menos Pro (Harris et al., 2000). Em AT, a
sequéncia ao redor do sitio de reconhecimento das proteases é lle-Ala-Gly-Arg-Ser-
Leu-Asn e, note-se, a presenca do residuo de Arg, centralizado na Arg393, é uma
constante nas trés sequéncias apresentadas. ApoOs a interacdo entre a protease e
AT (Figura 5A), a reacao de clivagem dessa alca ndo ocorre de forma completa,
uma vez que ela é interrompida em um estado acil-éster intermediario (Figura 4B),
na qual o RCL ja foi clivado, mantendo, porém, serpina e a enzima-alvo ligadas
covalentemente através do residuo catalitico de Ser195 da protease e da Arg393 de
AT (Gettins, 2002; Olson et al., 2010).

Figura 5: Representacao esquematica da inibicao de proteases da coagulacao por
AT. As estruturas estao representadas em cartoon, em que AT esta colorida de
cinza (com a folha-3 A em vermelho e o RCL, que se insere em meio a folha-B A, em

azul) e a protease alvo ilustrada em verde. Adaptado de Gettins, 2002.

Essa ligacdo covalente entre serpina e enzima € um atributo crucial para que
AT exerca seu mecanismo de inibicdo sobre as proteases alvo. Nesse sentido, as
serpinas sao substratos suicidas, ou seja, apds a inativacdo da enzima, nem AT nem
a protease alvo possuirdo atividade. E, nesse processo, o RCL apresenta um papel
central (Gettins, 2002), uma vez que o trecho entre Asn376 e Arg393 se insere em

meio a folha-B A (Figura 5D), movendo a enzima alvo de uma extremidade a outra
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de AT (Figura 5E) e prendendo-a contra sua estrutura (Huntington et al., 2000a).
Dessa forma, AT promove uma grande mudanga conformacional na forma global do
complexo serpina-protease (Figura 5), levando a protease alvo a uma provavel
inibicdo por deformacéo estrutural (Huntington et al., 2000a). A essa deformargéo
inclui-se uma quebra da organizacdo da triade catalitica, o que poderia estar
relacionado a incapacidade da serino protease em seguir com seu mecanismo
catalitico, ap6s o intermediario acil-éster (Huntington et al., 2000a). Adicionalmente,
a insergdo do RCL na folha-f A é um fator estabilizador do complexo AT-enzima
(Gettins, 2002), porém a deformacao da protease aumenta sua susceptibilidade a
protedlise, o que pode também estar associado a sua maior depuracdo apos a
inibicao por AT (Huntington et al., 2000a).

1.3 O papel de carboidratos na coagulacao

A hemostasia, incluindo a inibicdo das proteases da cascata de coagulacao
sanguinea por AT, tal como em qualquer outro evento biol6gico, envolve em grande
parte a acdo e a interacdo entre proteinas. No entanto, carboidratos estao
profundamente associados a esses eventos e por vezes, inclusive, atuam como
protagonistas. Na natureza, além do crucial envolvimento de glicose (Glc) na
geragdo da energia a ser utilizada pelo organismo na forma de trifosfato de
adenosina, carboidratos podem desempenhar papeis estruturais e metabdlicos
importantes, tais como compor a parede celular de bactérias, fungos e plantas
(Fincher, 2009; Latgé, 2007) e participar na mediacdo do reconhecimento
intercelular (Misevic & Burger, 1990a; Misevic & Burger, 1990b). A ampla variedade
de papeis exercidos por carboidratos na natureza, alguns citados acima, parece
estar associada a sua grande variedade estrutural e conformacional.

Ao contrario de acidos nucleicos e proteinas, que sado lineares, apresentam um
unico tipo de ligacdo e pouca variedade de unidades componentes, carboidratos
podem ser ramificados, ligados a partir de dois estados anoméricos distintos (Figura
6A e 6B), que se diferenciam pela posicao axial ou equatorial de seu substituinte na
posicao C1, e através de atomos diferentes (Petrescu et al., 2006). Adicionalmente,
estima-se que exista mais de 100 monossacarideos na natureza (embora
aproximadamente 10 em arvores sacaridicas de glicoproteinas), o que amplia ainda
mais sua variedade estrutural (Imberty & Pérez, 2000). Nao obstante, alguns

monossacarideos podem apresentar uma flexibilidade no arranjo espacial dos
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atomos componentes do seu anel interno. A conformagdo desta familia de
biomoléculas € usualmente descrita de acordo com as recomendacgdes da IUPAC
(IUPAC-IUB, 1980; IUPAC-IUB, 1983). Segundo essas regras, um monossacarideo
piranosidico, ou seja, formado por um anel de seis atomos, é determinado por uma
letra mailscula, em itdlico, designando a forma do anel, e por numeros,
responsaveis pela distincdo das possiveis variantes daquela conformacdo. As
formas mais comuns, encontradas nos monossacarideos componentes de
glicoproteinas, denominam-se cadeiras “Cy e 'C4 (Figura 6C e 6D), nos quais o
formato do anel se assemelha a de uma cadeira, de fato, com os carbonos das
posicdes C4 e C1 acima e abaixo do plano na conformacéo *C;, e em organizacédo

inversa na forma ' C,.

Figura 6: Variantes conformacionais e configuracionais associados a
monossacarideos, utilizando b-Glc como modelo: estados anoméricos a (A) ou 3 (B)

e a conformagao do anel piranosidico *C; (C) e 'Cy (D).

No contexto da coagulacdo sanguinea, a grande maioria dos aneis
monossacaridicos segue o perfil conformacional descrito acima, a excecao do
residuo de IdoA em sequéncias especificas de heparina, como sera discutido a
seqguir. Em termos funcionais, destaca-se o papel de carboidratos através da acao
de GAGs (Choay et al., 1983; Danielsson et al., 1986) e da glicosilacao de proteinas
(Hansson & Stenflo, 2005).

1.3.1 GAGs
Os GAGs sao uma classe de polissacarideos lineares, na maioria das vezes

sulfatados, envolvidos em uma série de processos fisioldgicos tais como adesao,
crescimento, sinalizacdo e diferenciacdo celular (Jackson et al, 1991), incluindo
desenvolvimento neuronal, facilitacdo de oligomerizagdo e prevengao a proteodlise
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(Handel et al., 2005). Esses carboidratos estdo presentes na matriz extracelular de
praticamente todas as células animais (Imberty et al., 2007; Gandhi & Mancera,
2008), majoritariamente na forma de proteoglicanas (Yung & Chan, 2006). Nessas
moléculas, uma proteina estd covalentemente ligada a cadeias lineares de GAG
através de um residuo de Ser (ou, em poucos casos, Asn) e um trissacarideo
composto por um residuo de xilose (Xyl) e dois residuos de galactose (Gal) (Gandhi
& Mancera, 2008).

Figura 7: Representacdo esquematica da estrutura geral de GAGs. Baseado e
adaptado de Sampaio et al., 2006.

Existem vérios tipos de GAGs, dentre os quais destacam-se acido hialurdnico,
condroitin sulfato, dermatan sulfato e heparina/heparan sulfato (Tabela 2) (Gandhi &
Mancera, 2008). Essas moléculas sdo compostas por unidades dissacaridicas que
se repetem ao longo da cadeia linear, cujos monossacarideos componentes sao
uma hexosamina (N-acetil-glicosamina - GIcNAc, ou N-acetil-galactosamina,
GalNAc) e um &cido urdnico (acido idurénico - IdoA, ou acido glicurénico — GIcA)
(Gandhi & Mancera, 2008). A uniao entre esses residuos também varia, no que diz
respeito a geometria dessa ligacao, podendo ser dos tipos a ou 3, € no que se refere
aos atomos envolvidos, na forma das ligagbes 1—3 ou 1—4 (Figura 7). Existem

outros tipos de GAGs, que diferenciam-se aos supracitados por apresentarem
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caracteristicas especificas: queratan sulfato, por exemplo, possui residuos de Gal ao
invés de um residuo urénico (Gandhi & Mancera, 2008). Ha, também, heparanosana
e condrosana, que sado formas nao-sulfatadas de heparina e condroitin sulfato,
respectivamente, e acharan sulfato, uma forma de GAG constituido por IdoA
sulfatado e GIlcNAc nao-sulfatada (Sampaio et al., 2006).

A classificacdo de GAGs pode ser feita de diferentes formas, sendo que a mais
simples os divide entre ndo-sulfatados (acido hialurénico) e sulfatados' (os demais).
Nesses Ultimos, o padrao de sulfatacdo pode variar, ou seja, a quantidade de
grupamentos sulfato e as posicées onde eles estdo localizados, de forma que um
octassacarideo pode conter mais de 1.000.000 de padrdes de sulfatacao diferentes
(Sasisekharan & Venkataraman, 2000). A localizagdo do grupamento sulfato em
cada unidade dissacaridica é dada pelo atomo do anel do monossacarideo
envolvido na ligacdo e pela letra “S”. Assim, por exemplo, um residuo de IdoA
sulfatado na posicdo do carbono 2 recebe o nome de IdoA2S. Outra forma de
classificacdo se da a partir da hexosamina componente do GAG, entre
galactosaminoglicanos (condroitin sulfato e dermatan sulfato) e glicosaminoglicanos

(acido hialurénico e heparina/heparan sulfato).

Tabela 2: Composicao dos diferentes tipos de GAGs.

GAG Unidades dissacaridicas’ Sulfatagdo mais comum
Acido hialurénico —4)-B-GlcA-(1—4)-a-GlcNAc-(1— —
Condroitin sulfato  —4)-B-GlcA-(1—3)-B-GalNAc-(1— GalNAc4S
Dermatan sulfato  —4)-a-ldoA-(1—3)-B-GalNAc-(1— GalNAc4S

Heparina / —4)-B-GlcA-(1—4)-a-GlcNAc-(1—
Heparan sulfato?  —4)-a-ldoA-(1—4)-a-GlcNAc-(1— 10AZS ¢ GIeNeS
Queratan sulfato —3)-B-Gal-(1—4)-p-GalNAc-(1— GalNAc6S
Acharan sulfato —4)-a-ldoA-(1—4)-a-GlcNAc-(1— ldoA2S

* Dados adaptados de Gandhi & Mancera, 2008 e Sampaio et al., 2006;

T Em heparina, residuos de IdoA predominam; em heparan sulfato, GIcA prevalece.

' GAGs sulfatados ndo ocorrem em espécies do reino protista, plantas ou fungos. No reino animal, o
aparecimento desse tipo de biomolécula (heparan sulfato e condroitin sulfato) ocorre apenas em espécies que
possuem organizagdo celular na forma de tecidos. A ocorréncia de dermatan sulfato é um evento tardio na
evolucdo, enquanto heparina ocorre de forma dispersa ao longo do reino animal (Sampaio et al., 2006).
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A primeira fungdo terapéutica determinada para GAGs sulfatados esté
relacionada a sua acao anticoagulante, identificada através de heparina (Nader et
al., 2001). Fisiologicamente, esse polissacarideo € encontrado em vesiculas de
armazenamento de mastdécitos, principalmente em 6érgaos que possuem contato
direto com o ambiente externo, tais como nos pulmdes, no intestino e na pele
(Sampaio et al., 2006; Gandhi & Mancera, 2008), com funcao crucial em reacoes
alérgicas e inflamatérias guiadas por esse tipo celular (Oschatz et al., 2011). A
heparina apresenta, em média, cerca de 2 grupamentos sulfato por unidade
dissacaridica, sendo esse o maior contetudo de sulfatacdo observado para esse tipo
de molécula, mas que pode variar dependendo do tecido onde foi sintetizado e do
seu organismo de origem (Nader et al., 2001). Esse polissacarideo vem sendo
utilizado clinicamente ha mais de 40 anos como agente anticoagulante e
antitrombético (Jacques, 1979), no tratamento de trombose, embolia e tromboflebite,
atuando, como comentado anteriormente, através da potenciagdo da atividade de
AT sobre proteases da cascata de coagulagcédo (Choay et al., 1983; Danielsson et al.,
1986).

Figura 8: Em (A), o pentassacarideo necessario para que a heparina tenha atividade
potencializadora sobre AT é apresentado. Em (B), uma representacdo dos estados

conformacionais adotados pelo residuo IdoA2S é mostrada.

Estruturalmente, a heparina é um polissacarideo de alto peso molecular
composto por residuos de GIcA nao sulfatado, IdoA majoritariamente sulfatado na
posicao do C2 e glicosamina (GIcN) com um padrao de sulfatagdo variavel, desde
nao sulfatado até contendo trés grupamentos sulfato (GIcNS,3,6S) (Silva & Dietrich.

1975). Para que a heparina potencialize rapidamente a atividade de AT, faz-se
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necessaria, independentemente do mecanismo de acdo e do tamanho do
polissacarideo, que ocorra a interacdo de um pentassacarideo minimo (Figura 8A)
com a estrutura da AT. Esse processo parece ser influenciado pela flexibilidade do
residuo 1doA2S, que, dependendo do ambiente em que estiver, apresenta um
equilibrio conformacional ndo usual (Figura 8B) entre as formas de cadeira *C; (que
ocorre majoritariamente quando livre em solugdo), cadeira 'C; e a skew-boat 2So
(Ferro et al., 1986).

1.3.2 Glicosilacao
A glicosilacao é uma das modificacées co- e/ou pds-traducionais de proteinas

mais frequentes na natureza, ocorrendo em praticamente todos os organismos,
desde eubactérias até eucariotos (Spiro, 2002). Até o momento, encontram-se
descritos pelo menos seis tipos de ligagdes entre carboidratos e proteinas,
envolvendo treze monossacarideos e nove aminodacidos diferentes (Spiro, 2002;
Stepper et al., 2011): C-glicosilacao, fosfoglicosilacao, glipiacao, S-glicosilacao, O-
glicosilagdo e N-glicosilagdo. Dentre essas, a N- e a O-glicosilagdo sao os tipos de
glicosilagdo mais comumente encontrados na natureza, € os Unicos descritos em

proteinas da coagulacédo sanguinea até hoje (Tabela 3).

Tabela 3: Glicosilagao em proteinas envolvidas na coagulagao sanguinea.

Numero de sitios’

Proteina*
N-glicosilagéo O-glicosilacao

Protrombina (Fator Il) 3 0
Fator V 37 0
Fator VII 2 2
Fator VIII 24 0
Fator IX 2 6
Fator X 2 3
Fator von Willebrand 12 10
Proteina C 4 0
Proteina S 0
AT 4 0

* Dados adaptados de Hansson & Stenflo, 2005.
TInformagées obtidas a partir do banco de dados online do SWISS-PROT.
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A O-ligagdo glicosidica € mais diversa e versati que a N-glicosilagao,
considerando-se a elevada quantidade de aminoacidos e monossacarideos
envolvidos (Spiro, 2002). No entanto, em proteinas da coagulacao, apenas residuos
de Ser e Thr foram relacionados a O-glicosilacéo e residuos de Asn a N-glicosilacao
(Hansson & Stenflo, 2005). Até o momento, poucas sequéncias consenso
conservadas foram identificadas para O-glicosilacdo (Spiro, 2002), embora algumas
delas envolvam os sitios de O-glicosilacao de fXa (Wilson et al.,, 1991) e dominios
EGF (do inglés epidermal growth factor), que ocorrem frequentemente em proteinas
da coagulacdo (Hansson & Stenflo, 2005). Adicionalmente, o desenvolvimento de
bases de dados e algoritmos de predigdo relacionados a sitios de O-glicosilagao
(Gupta et al, 1999; Li et al, 2006) ampliaram a visdo sobre esse assunto,
possibilitando a identificacdo de algumas propriedades inerentes a essas regides,
tais como a preferéncia por residuos de Pro e a aversédo por aminoacidos aromaticos
nas proximidades do sitio de glicosilagdo (Thanka Christlet & Veluraja, 2001). A
sintese de O-ligacdes glicosidicas é atribuida a varias enzimas diferentes, de forma
que a ligacdo proteina-carboidrato ocorre através da transferéncia de
monossacarideos isolados — GalNAc, Xyl, manose (Man), fucose (Fuc) — poés-
traducionalmente, ou seja, a polipeptideos ja enovelados (Imperiali & Hendrickson,
1995). Até hoje, varios tipos de O-ligacdes glicosidicas foram descritas, e a
conformacdo de algumas delas, bem como os efeitos da O-glicosilacao sobre a
estrutura protéica em estudo, ja foram avaliados por técnicas computacionais
(Tabela 4). Adicionalmente, embora os residuos de aminoacido e monossacardeo
envolvidos ja tenham sido determinados, o estado anomérico (a/B) de algumas
outras conexdes ainda ndo esta identificado (Spiro, 2002), o que se constitui em
uma ampla area de trabalhos a serem explorados, especialmente envolvendo
furanoses e glicoproteinas de planta.

Por outro lado, a N-glicosilacdo possui uma sequéncia consenso de
reconhecimento determinada, que inclui a presenca do tripeptideo Asn-X-Ser/Thr na
superficie da proteina (Hunt & Dayhoff, 1970; Marshall, 1972), onde X pode ser
qualquer um dos 20 aminoacidos naturais, exceto Pro (Gavel & von Heijne, 1990;
Marshall, 1974). As propriedades dessa sequéncia consenso € dos seus
aminoacidos vizinhos sdo, assim como para a O-glicosilagcdo, bem compreendidas,
em que residuos de Pro impedem a N-glicosilacao (Gavel & von Heijne, 1990;
Marshall, 1974), tal como supracitado, e a presenca de residuos aromaticos a
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favorecem (Thanka Christlet & Veluraja, 2001). A sintese e modificacdo de
oligossacarideos durante a N-glicosilacdo sao amplamente estudadas e
compreendidas, nas quais a acado de determinadas enzimas é conhecida e
estabelecida para etapas especificas do processo (Helenius & Aebi, 2001).

Tabela 4: O-ligacdes glicosidicas avaliadas por métodos computacionais

O-ligacgéao glicosidica

Contexto do estudo

Referéncia

a-GalNAc-(1—0)-Ser
a-GalNAc-(1—0)-Thr
B-GlcNAc-(1—0)-Ser
B-GlcNAc-(1—0O)-Thr
a-GalNAc-(1—-0)-Thr
a-GalNAc-(1—0)-Ser
B-Glc-(1—0)-Ser
B-Glc-(1—0)-Thr
B-GalNAc-(1—0)-Ser
a-GalNAc-(1—-0)-Thr
B-GalNAc-(1—0O)-Thr
B-GlcNAc-(1—0)-Ser
B-GlcNAc-(1—O)-Thr
a-Fuc-(1—0)-Ser
a-GalNAc-(1—-0)-Thr

(
(

a-GalNAc-(1—0)-MeSer

a-Gal-(1—0)-HyPro
B-Ara-(1—0)-HyPro
B-Ara-(1—0)-HyPro
B-Gal-(1—0)-HyPro
a-Gal-(1—0)-HyPro
B-Gal-(1—0)-HyPro
a-Fuc-(1—0)-Thr

Glicopeptideo
Glicopeptideo
Glicopeptideo
Glicopeptideo
Glicopeptideo
AA-monossacarideo
AA-monossacarideo
AA-monossacarideo
AA-monossacarideo
AA-monossacarideo
AA-monossacarideo
AA-monossacarideo
AA-monossacarideo
Glicoproteina
Glicopeptideo
Glicopeptideo
Glicopeptideo
Glicopeptideo
Glicoproteina
Glicoproteina
AA-monossacarideo
AA-monossacarideo

Glicopeptideo

Huang et al., 1997
Huang et al., 1997
Huang et al., 1997
Huang et al., 1997
Nguyen et al., 2002
Corzana et al., 2006a
Corzana et al., 2006b
Corzana et al., 2006b
Corzana et al., 2007
Corzana et al., 2007
Corzana et al., 2007
Fernandez-Tejada et al., 2009
Fernandez-Tejada et al., 2009
Pol-Fachin et al., 2009
Corzana et al., 2010
Corzana et al., 2011
Secédo 9, trabalho VI
Secéao 9, trabalho VI
Secéao 9, trabalho llI
Secéao 9, trabalho llI
Naziga et al., 2012
Naziga et al., 2012

Kaushik et al., 2012

Essa cascata de eventos comeca na face citosélica da membrana do reticulo
endoplasmatico (RE), onde alguns dos monossacarideos constituintes de um
tetradecassacarideo inicial sdo ligados a uma molécula de dolicol fosfato (Figura
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9A). Quando sete residuos (duas GIcNAc e cinco Man) estdo ligados, este
heptassacarideo € revertido ao lumen do RE (Figura 9B) e mais sete
monossacarideos sao adicionados (Figura 9C). Em seguida, esse oligossacarideo é
transferido para o polipeptideo nascente (Figura 9D) e pode sofrer ciclos de adicao e
remocao de residuos de glicose (Figura 9E-F). Quando a proteina estabelece seu
correto enovelamento (Figura 9G), ela é transferida para o complexo de Golgi, onde
se inicia o processamento desse oligossacarideo (Figura 9H), e onde tem origem a
imensa diversidade observada nos glicoconjugados que atingem as superficies
celulares (Helenius & Aebi, 2001). No caso de oligossacarideos ligados as proteinas
estudadas na presente Tese, residuos de Man sado removidos da estrutura
glicosidica (Figura 9H) e, apds, tem inicio a adicdo de outros residuos, tais como
GlcNAc, Gal e acido neuraminico (NeuAc), também conhecido como acido sialico
(Figura 9J-K-L). Alternativamente, algumas glicoproteinas conseguem evadir a
transferéncia para o Golgi (Helenius & Aebi, 2001), e permanecem com um

oligossacarideo rico em manoses (Figura 9G).

Figura 9: Processo de biosintese de um oligossacarideo N-ligado do tipo complexo.
As formas azuis representam GIcNAc; as rosas, Man; as vermelhas, Gic; as verdes,
Gal; as cinzas, NeuAc; e as brancas, Fuc. Adaptado de Helenius & Aebi, 2001.
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Especificamente sobre as enzimas envolvidas na formacdo dos complexos
ternarios, objetos principais de estudo desta tese, fator X (ou seja, o zimogénio da
enzima ativa fXa), possui dois sitios de N-glicosilacao e trés sitios de O-glicosilacao
(Tabela 3) (Hansson & Stenflo, 2005). Ap6s seu processamento, gera-se fXaa, que
apresenta um sitio de O-glicosilacdo ocupado na posicdo Thr258 (Hansson &
Stenflo, 2005). No entanto, um processo de auto-clivagem remove parte da algca C-
terminal onde esta glicana esta localizada, gerando a forma final da enzima, fXaf3
(Mertens & Bertina, 1980) que, portanto, ndo € glicosilada e ndo apresenta diferenca
de atividade em relagao a fXaa (Pryzdial & Kessler, 1996). Protrombina (o zimogénio
de trombina ativa) possui trés de seus quatro sitios de N-glicosilagdo ocupados por
oligossacarideos (Tabela 3) (Hansson & Stenflo, 2005). Destes, um Unico sitio
permanece presente na trombina ativa, localizado no residuo de Asn60G, cuja
remocao diminui a atividade catalitica da enzima sobre fibrinogénio para cerca de
90% daquela de proteina glicosilada (Rosenfeld & Danishefsky, 1984).

AT, por sua vez, apresenta quatro sitios de N-glicosilacdo ao longo de sua
sequéncia de aminoacidos, trés dos quais estdo sempre ocupados, localizados nas
posicoes Asn96, Asn155 e Asn192. O quarto sitio, localizado na Asn135, é o Unico
inserido em um tripeptideo de sequéncia Asn-X-Ser, ao contrario dos demais,
presentes em sitios contendo sequéncia consenso Asn-X-Thr. Essa diferenca faz
com que uma por¢ao minoritaria da AT presente no plasma humano, que representa
de 5-10% da AT total circulante, ndo apresente oligossacarideos ligados a Asn135
(Picard et al., 1995). A AT apresentando apenas trés sitios de N-glicosilagdo
ocupados, € menor peso molecular, da-se o nome de (B-AT, enquanto que aquela
contendo quatro oligossacarideos ligados da-se o nome de ao-AT (Peterson &
Blackburn, 1985; Turko et al., 1993). Essa diferenca no conteddo de glicosilacdo de
a- e B-AT é relevante em dois sentidos: (1) na afinidade dessas glicoformas por
heparina, uma vez que B-AT apresenta uma afinidade por heparina maior que a-AT
em cerca de uma escala de grandeza (Turko et al., 1993) e (2) na potencializagao da
atividade inibitéria dessas glicoformas sobre as serino proteases alvo, uma vez que
a presenca de um oligossacarideo ligado a Asn135 desestabilizaria o estado de AT
ativada (Turk et al., 1997).
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1.4 Caracterizacao estrutural de biomoléculas

A fim de obter um mais amplo entendimento de qualquer evento bioldgico, tais
como o processo de coagulacdo sanguinea, é essencial a caracterizacdo da
estrutura e conformacao das biomoléculas envolvidas, seja isoladas ou formando os
complexos moleculares observados fisiologicamente. Os resultados obtidos podem
ser relacionados a propriedades que vao desde o nivel atbmico, como a importancia
da glicosilacao para a estrutura e fungao proteica, até o nivel celular, como a
transducao de sinal mediada por interagdes proteina-proteina e proteina-ligantes.
Por um lado, algumas técnicas geram informacdes acerca apenas da estrutura e
forma global da molécula em estudo®. Por outro lado, existem metodologias capazes
de oferecer dados em nivel atbmico a respeito da molécula em estudo, ja tendo sido
aplicadas a proteinas, glicoproteinas e polissacarideos envolvidos na coagulacao,
dentre as quais destacam-se a cristalografia de raios-X e a ressonancia magnética

nuclear (RMN) em solucéo.

Figura 10: Estrutura 3D de duas proteinas, inibidor de tripsina pancreética bovina e
protectina, obtidas por cristalografia de raios-X e pelo método de RMN.

A cristalografia de raios-X é a técnica que oferece a mais ampla descricao de
uma molécula em nivel atédmico (Petrescu et al., 2006). Sua aplicacdo na

caracterizacao da estrutura e conformacdo de proteinas € bastante frequente, de

> Por exemplo, o dicroismo circular é um método capaz de avaliar o conteddo de estrutura secunddria e
enovelamento proteico, sendo empregado para determinar, sem resolucdo atomistica, se uma mutacdo altera a
conformacdo e estabilidade de uma proteina (Greenfield, 2006). Da mesma forma, o small-angle X-ray
scattering € uma técnica que utiliza espalhamento de raios-X a baixo dngulo na andlise estrutural de proteinas,
disponibilizando dados acerca da forma e tamanho da proteina ou complexo proteico em estudo (Fischer et al.,
2010), também sem resolucio atomistica.
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forma que no maior banco de dados de estruturas de proteinas disponiveis na web,
o Protein Data Bank (PDB), o numero de estruturas depositadas contendo proteinas,
estudadas por cristalografia, se aproxima de 80 mil (acessado em 24 de abril de
2013). O método de RMN, por sua vez, oferece um conjunto de restricbes espaciais
geralmente envolvendo atomos de hidrogénio, através de técnicas como NOESY,
que representam uma estrutura média para a molécula em estudo. Essas restri¢des,
denominadas sinais de NOE (do inglés nuclear Overhauser effect), sdo medidas em
uma escala de tempo que varia entre 50 ms e 1 s (Woods, 1998; Wormald et al.,
2002), o que nao afeta a determinacdo conformacional de moléculas mais rigidas,
como proteinas enoveladas. Para proteinas, o método de RMN é bastante
empregado, assim como a cristalografia de raios-X, com cerca de 9 mil estruturas
depositadas no PDB (acessado em 24 de abril de 2013). No entanto, devido a
dificuldade na interpretacdo dos mapas de contatos derivados de RMN com o
aumento do tamanho da proteina em estudo, essas técnicas sdao geralmente
empregadas a proteinas de até ~250 aminoacidos (30-40 kDa). De uma forma geral,
o estudo de dada proteina por cristalografia de raios-X possibilita a obtencdo de um
unico modelo para sua estrutura 3D, enquanto que, quando avaliada pelo método de
RMN, uma série de modelos podem ser obtidos, pela diferente interpretacdo dos
sinais de NOE derivados do experimento (Figura 10). Ainda assim, a flexibilidade da
molécula em estudo pode ser avaliada em ambas as técnicas, isto &, através dos
dados de B-factor, obtidos pela cristalografia de raios-X, cujos valores podem ser
utilizados para indicar a mobilidade de atomos ou aminoacidos, e pela flexibilidade
observada pela sobreposicdo dos diferentes modelos derivados dos experimentos
de RMN.

No estudo de polissacarideos®, por outro lado, a flexibilidade conformacional
dessas moléculas, estejam elas livres ou ligadas a superficie da proteina,
covalentemente ou ndo, geralmente dificulta a formagéo de cristais (Bohne-Lang &
von der Lieth, 2002; Petrescu et al., 2006), assim como a elevada coordenacéo de

? Néo sdo incomuns erros na determinacio do estado anomérico, na anotagdo de conformagdes distorcidas de
monossacarideos (Liitteke et al., 2004), ou na orientacao relativa de dois residuos unidos através de uma ligacdo
glicosidica (Liitteke, 2009). Na verdade, avaliagdes ao banco de dados do PDB estimam que cerca de um terco
das estruturas de carboidratos apresentam algum tipo de inconsisténcia (Liitteke et al., 2004; Crispin et al.,
2007). Um exemplo que ocorre frequentemente em glicoproteinas envolve o residuo de 2-(acetilamino)-2-deoxi-
glicopiranose, ou N-acetil-glicosamina (GlcNAc). Nesse sentido, a época, foram encontrados aproximadamente
duzentos casos em que foi incorretamente assinalado o residuo a-GlcNAc, ao invés do correto, 3-GlcNAc
(Berman et al., 2007).
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moléculas de agua a carboidratos e a falta de interagdes lipofilicas ou dipolares
entre seus monossacarideos componentes (Woods, 1998). Adicionalmente, no caso
de glicoproteinas, quando os cristais sdo obtidos, 0 mapa de densidade eletrbénica é
prejudicado pela alta mobilidade dessas glicanas, compromentendo sua correta
determinacao conformacional e configuracional (Petrescu et al., 1999). No caso da
técnica de RMN, uma determinacdo conformacional precisa utilizando essa
metodologia s6 € possivel se forem obtidos trés ou mais sinais de NOE interresiduos
em uma ligacao glicosidica (Wormald et al., 2002) ou entre proteina e carboidrato.
Novamente, devido a elevada flexibilidade conformacional dessas moléculas, que
usualmente coexistem em dois ou mais subestados conformacionais, a obtencéo de
sinais de NOE é prejudicada, uma vez que essas restricoes podem representar
propriedades conformacionais médias dessas moléculas (Woods, 1998; Wormald et
al., 2002), o que nao necessariamente corresponde aos subestados conformacionais
existentes em solucéo.

As proteinas, glicoproteinas e polissacarideos de interesse para a presente
Tese foram amplamente estudados pelas técnicas experimentais supracitadas.
Especificamente, ha cerca de 30 estruturas de AT, 200 de trombina e 80 de fXa
depositadas no PDB, bem como duas estruturas de heparina derivadas de estudos
de RMN (Mulloy et al., 1993) e dados conformacionais de cristalografia disponiveis
na literatura para esse polissacarideo (Khan et al., 2010). No entanto, a arvore de
glicosilagdo completa de AT e trombina n&o puderam ser completamente
determinadas a partir dos mapas de densidade eletrdnica obtidos até entdo. Da
mesma forma, embora grande parte dos subestados conformacionais adotados pela
estrutura proteica de AT, trombina e fXa sejam conhecidos, a dindmica de transicao
entre esses estados, a flexibilidade dos diferentes elementos componentes dessas
moléculas (como elementos de estrutura secundaria), a influéncia da glicosilagdo e
de ligantes sobre essas estruturas ainda ndo €& bem conhecida. Como uma
metodologia alternativa, métodos computacionais e, em especial, dindmica
molecular (DM), ja foram empregadas no estudo da interacdo AT-heparina (Verli &
Guimaraes, 2005) e de outras glicoproteinas, reproduzindo sua conformacdo e
plasticidade (Pol-Fachin et al., 2009), a partir de um protocolo desenvolvido durante
meu Mestrado (Pol-Fachin, 2009).
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1.5 Estudo de biomoléculas por simulacées computacionais

O uso de simulacdes de DM, que consistem na avaliacdo do movimento dos
atomos em uma molécula através de algoritmos computacionais, iniciou-se ha mais
de 35 anos para sistemas biolégicos, com o estudo de um sistema proteico contendo
aproximadamente 900 atomos, por um tempo de 8,8 picosegundos, envolvendo um
inibidor de tripsina pancreédtica bovina (McCammon et al., 1977). Atualmente,
consiste em uma ferramenta amplamente difundida e empregada no estudo da
estrutura, conformacéao, fungcédo e dinamica de biomoléculas em geral, em sistemas
que ultrapassam 2,5 milhdes de atomos (Sanbonmatsu & Tung, 2006) por tempos
de simulag&o na escala de milisegundos (Shaw et al., 2010).

A movimentacdo dos atomos em uma molécula, tal como descrito acima, é
obtida por DM através da sucessiva integracao da equacdo de movimento de
Newton (cPrit)/df? = F; / m) sobre todos os atomos do sistema em estudo (Leach,
2001). Essa integracao, que é a caracteristica fundamental dos calculos de DM, é
realizada de forma que uma forca F; acarreta uma aceleragdo dor(t)/df? sobre um
determinado atomo /i de massa m; e, em consequéncia, causa uma mudanca de sua
posicao no espaco cartesiano num intervalo de tempo A4t (Leach, 2001). A sucessao
desses intervalos de tempos viabiliza uma sequéncia de diferentes posicoes dos
atomos em funcao do tempo, ao que denomina-se trajetdria. A partir da equacéo de
Newton, no entanto, ndo é possivel determinar a intensidade e a direcao da forca F;
ao passo que uma segunda equacao (F; = -0V(r,...r,)/dr) faz parte dos célculos de
DM, colocando a forca F; como uma funcdo das coordenadas cartesianas dos
atomos (r,...r,) € da energia potencial do sistema V, que representa a energia de
cada molécula componente do sistema (Leach, 2001).

Afora essas equacoes, outro conjunto de fungdes e parametros se somam para
determinar a trajetéria adotada pelos atomos do sistema e a energia potencial de
cada molécula, ao que se denomina campo de forca. Diversos campos de forca
estdo disponiveis para simulacbées de DM, dentre os quais destacam-se, por seu
amplo uso na literatura, AMBER (Case et al., 2005), CHARMM (MacKerell et al.,
1998), OPLS (Jorgensen et al, 1988) e GROMOS (Scott et al., 1999). Ha um
consenso na forma funcional basica desses campos de for¢a, ou seja, nos termos de
energia potencial que descrevem os sistemas em estudo. Esses termos definem

tanto interacées covalentes entre os atomos do sistema quanto interacées nao-
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covalentes, entre atomos de moléculas diferentes ou entre atomos separados entre
si por 2-3 ligagdes covalentes (van Gunsteren et al., 2006). Os termos que definem a
distancia entre um dado par de atomos ligados e o angulo formado entre trés atomos
seguem a forma funcional descrita na Figura 11, onde b é distancia e € é o angulo
do momento que estda sendo calculado, b, é a distancia e &8, € o angulo de
referéncia, e K, ou Ky sao as constantes de forca empregadas para manter esses
valores em um equilibrio ao redor dos valores de referéncia. Para diedros proprios,
uma funcao cosseno € empregada (Figura 11), onde X se refere ao valor do diedro e
K, ao valor que determina a altura das barreiras de energia. Uma vez que a rota¢do
de um diedro é considerada periddica, e pode apresentar multiplos minimos de
energia, ndo é estabelecido um unico valor de referéncia. Assim, o perfil rotacional
dos diedros é determinado pelos parametros n, que se refere a periodicidade ou
multiplicidade, e reflete o nimero de minimos de energia, € 6, que diz respeito a
mudanca de fase, e a localizacdo do maximo de energia ao longo do perfil da
rotagao do diedro®.

Todos os campos de forga citados acima sao capazes de lidar com proteinas,
ou seja, levar uma estrutura conhecida a uma evolucao temporal, e descrevem sua
estrutura, conformagéo e dinamica de forma semelhante (Price & Brooks Ill, 2002).
No caso de lipideos, a maior parte dos estudos envolve os campos de forca
CHARMM e GROMOS, porém o ultimo oferece um ganho computacional que pode
chegar a nove vezes (Oostenbrink et al., 2004) devido a sua natureza united-atom,
ou seja, por descreverem os atomos de hidrogénio apolares unidos aos seus
respectivos carbonos. Para acidos nucleicos, o OPLS n&o possui parametros
suficientes para descrever a ligacao fosfodiéster e as por¢cdes sacaridicas e, embora
também haja parametros GROMOS disponiveis, ha uma mais ampla utilizacao e
reproducdo por AMBER e CHARMM de dados conformacionais experimentais para
DNA e RNA (Ricci et al., 2010). A parametrizacdo de carboidratos, por sua vez, esta

* Para diedros impréprios, que visam manter a quiralidade ou planaridade de um grupamento ao redor de um
atomo com ligacdo covalente a outros trés, duas equagdes sdo empregadas. CHARMM e GROMOS aplicam uma
equacdo que se assemelha aquela empregada para distincias e angulos, o que € particularmente importante para
GROMOS, uma vez que, por ndo descrever explicitamente hidrogénios apolares, é necessdria uma equagao mais
cuidadosa para preservar a correta orientacdo de grupamentos ao redor de carbonos quirais. Por outro lado, os
campos de forca AMBER e OPLS aplicam um termo de func¢do cosseno, tal como aquele empregado para
diedros préprios, mas somente para grupamentos planares, tais como o grupamento NH de ligacdes peptidicas.
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imersa em desafios devido a sua elevada complexidade estrutural e conformacional,
de forma que uma sucessdo de novos parametros tem surgido nos ultimos anos,

cuja utilizacao na literatura € também bastante variada.

Figura 11: Termos de energia que compde campos de forca. Estdo representadas as
equacoes que descrevem o estiramento de ligacées quimicas, angulos de ligacao,
diedros préprios, diedros impréprios e interacbes nao-covalentes, considerando
juntamente as interacdes eletrostaticas, ou Couldémbicas, e as interagdes de van der

Waals, também identificadas como potencial de Lennard-Jones.

Nesse sentido, o Grupo de Bioinformatica Estrutural vem se dedicando ao uso
e continuo aprimoramento e validacdo do campo de forca GROMOS 43A1 para
carboidratos, que teve inicio com simulacbes por DM de compostos sulfatados
(Becker et al., 2007; Castro et al, 2009) e, em especial, heparina (Verli &
Guimaraes, 2004; Verli & Guimardes, 2005; Pol-Fachin & Verli, 2008). Mais
recentemente, esses parametros foram expandidos a glicoproteinas, de forma que
sua capacidade em reproduzir adequadamente as propriedades conformacionais
dessas biomoléculas (Pol-Fachin et al., 2009) e de predizer a conformacao de suas
estruturas sacaridicas (Fernandes et al., 2010) foi demonstrada. Destacadamente, e
baseados nesses estudos, propbs-se que a conformacao de carboidratos em geral
pode ser obtida a partir dos estados de maior abundancia em solucdo de seus
dissacarideos constituintes (Fernandes et al., 2010; secdo 9.1 desta Tese). Da

mesma forma, o Grupo de Biomateriais vem se dedicando ao uso e desenvolvimento
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do campo de forca GROMOS 45A4 (Lins & Hinenberger, 2005) para carboidratos
do tipo aldohexopiranose.

Enquanto apenas algumas propriedades de sistemas biomoleculares estao
acessiveis a métodos experimentais, simulagdes computacionais lidam nao apenas
com dados médios, mas com grandezas espaco- e tempo-dependentes (van
Gunsteren et al., 2006). Nesse sentido, a utilizacado dos parametros supracitados,
visando ao entendimento de problemas bioldgicos, tais como a inibicdo de trombina
e fXa por AT e heparina, representa um complemento a essas metodologias, €
podem ser empregadas na predicdo das propriedades nao observaveis por técnicas
experimentais. Adicionalmente, o continuo aprimoramento de campos de forga, tais
como GROMOS 43A1 e 45A4, baseados em ferramentas disponiveis gratuitamente,
consiste em uma promissora estratégia para a descricao e predicdo conformacional
de sistemas biolégicos de interesse, envolvendo carboidratos e glicoconjugados,
através de simulacdes de DM.
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2 Objetivos

A partir do exposto, o presente trabalho se insere no contexto da
caracterizacao estrutural, conformacional e funcional de proteinas e, principalmente,
glicoproteinas envolvidas na cascata de coagulacdo sanguinea. Deve-se considerar,
também, a auséncia de dados em nivel atbmico e tempo-dependentes acerca da
interacdo de AT, trombina e fXa com heparina, bem como sobre a dindmica dos
complexos ternarios formados por essas moléculas e a influéncia da glicosilacéo de
AT e trombina nesse processo. Nesse sentido, o presente trabalho visa avaliar as
bases moleculares da modulacdo da cascata de coagulacao por heparina através de
simulagdes por DM. Adicionalmente, tendo em vista a necessidade do continuo
aprimoramento dos protocolos de simulacdo e parametros empregados nesses
estudos, o presente trabalho visa refinar os parametros empregados atualmente
para carboidratos. Espera-se, a partir desses resultados, melhor compreender os
mecanismos de agao da heparina a nivel molecular, bem como subsidiar futuros
aprimoramentos e expansdes do campo de forca GROMOS 45A4 para uma mais
ampla diversidade de carboidratos. Dessa forma, as seguintes metas foram
estabelecidas:

* Revisar as metodologias empregadas atualmente para a construgao,
avaliacao e analise da conformacao e dinamica de glicoproteinas;

» Caracterizar o comportamento conformacional das duas glicoformas
circulantes de AT, a e [3, tanto livres quanto complexadas a heparina;

» Caracterizar o comportamento conformacional das proteases da cascata
de coagulacao trombina (glicosilada e nao glicosilada) e fXa, tanto livres
guanto complexadas a heparina;

e Aprimorar o conjunto de parametros para carboidratos do GROMOS
45A4.
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3 Metodologia

3.1 Programas utilizados

Diversas metodologias de modelagem molecular foram utilizadas no presente
trabalho, incluindo DM convencional, técnicas de DM com amostragem ampliada e
métodos ab initio. Os protocolos referentes a cada um destes métodos estdo
descritos em detalhes a seguir.

Os programas utilizados incluem:

Ferramentas de visualizacdo de moléculas: VMD v1.9.1 (Humphrey et
al., 1996), PyMol v1.30 (DeLano, 2002) e MOLDEN (Schaftenaar &
Noordik, 2000);

Programa para célculo ab initio: GAMESS (Schmidt et al.,, 1993) e
GAUSSIAN 98 (Frisch et al., 2002);

Programa para construcdo de mapas de contorno e simulagdes de
dindmica molecular: GROMACS, nas versdes 3.3.3 (van der Spoel et
al., 2005), 4.5.1 e 4.5.4 (Hess et al., 2009);

Programa para simulacées de dindmica molecular por metadinamica:
GROMACS, versao 4.5.1 (Hess et al., 2009) modificado pela plataforma
PLUMED (Bonomi et al., 2009);

Programa para geracdo de topologias: PRODRG Beta v2.5
(Schuettelkopf & van Aalten, 2004);

Programas para andlise de estrutura secundaria: PROCHECK
(Laskowski et al., 1993) e DSSP (Kabsch & Sander, 1983).

3.2 Calculos utilizando métodos ab initio

A obtencdo de cargas atdmicas consiste em uma das primeiras etapas da
parametrizagdo de novas moléculas em um campo de for¢ga de mecénica molecular
(MM). Nesse contexto, nosso grupo de pesquisas vem aplicando ha cerca de dez
anos, com sucesso, um procedimento baseado em cargas atdbmicas de Lowdin,
obtidas por calculos Hartree Fock, na descricdo conformacional de carboidratos em
geral, mas em especial de polissacarideos sulfatados (Verli & Guimaraes, 2004;
Becker et al., 2005; Becker, 2007; Pol-Fachin & Verli, 2008; Castro et al., 2009). Por

outro lado, as cargas atdbmicas mais aceitas e empregadas na parametrizacdo de



29

compostos em geral sdo obtidas pelo método de potencial eletrostatico restrito (do
inglés Restrained ElectroStatic Potential — RESP).

Tendo-se em vista o0 elevado custo computacional associado aos métodos ab
initio, as moléculas utilizadas para a obtencdo destas cargas atbmicas foram
simplificadas para incluirem somente os residuos e grupamentos em suas formas
isoladas. Dessa forma, tais estruturas foram construidas utilizando o programa
MOLDEN (Schaftenaar, 1997) e, posteriormente, submetidos a calculos de
minimizacao de energia utilizando a base HF/3-21G no programa GAMESS (Schmidt
et al., 1993). As conformagdes de minimo de energia entdo obtidas foram
empregadas como geometrias de entrada para calculos single point na base HF/6-
31G’, de forma a gerar cargas atdmicas segundo o esquema de Léwdin, e HF/6-
31G, para RESP (Figura 12).

Figura 12: Comparacao entre as cargas atdbmicas de Léwdin, utilizadas em estudos
com GROMOS 43A1, e RESP, utilizadas aos parametros do GROMOS 53A6GLYC.

3.3 Simulacées por DM

3.3.1 Protocolo de simulagao
O protocolo geral de simulacdo foi baseado em procedimentos previamente

descritos (de Groot & Grubmudller, 2001), e detalhado em cada um dos trabalhos
presentes na sessdo de Resultados desta Tese. A temperatura dos sistemas foi
ajustada para a temperatura fisioldégica, de 310 K, para os sistemas contendo
moléculas envolvidas na cascata de coagulacdo sanguinea, mimetizando o

ambiente em que elas estao inseridas, e para a temperatura ambiente, de 298 K,
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para a validacdo dos parametros do novo campo de forca para carboidratos
GROMOS 53A6GLYC, uma vez que as propriedades disponiveis para comparacao
foram determinadas nesta temperatura. Em comum a estes estudos, cada molécula
foi solvatada utilizando condicbes periddicas de contorno, empregando o modelo de
agua simple-point charge (SPC) (Berendsen et al., 1987), e o método LINCS (Hess
et al., 1997) foi utilizado a fim de fixar o comprimento de ligacées covalentes, de
forma a permitir um passo de integracdo de 2 fs. Contra-ions (cloreto, sddio ou
célcio) foram adicionados, conforme a necessidade, de forma a neutralizar as cargas
dos sistemas estudados.

As interacdes eletrostaticas 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 A para os sistemas relacionados a coagulacdo sanguinea, conforme
protocolo ja estabelecido em estudos anteriores do grupo, inclusive para sistemas
contendo complexos proteina-heparina (Verli & Guimaraes, 2005). Na validacado do
novo campo de forca GROMOS 53A6gLyc, as interacOes eletrostaticas foram
calculadas utilizando o método reaction-field (Tironi et al., 1995), utilizando um raio
de corte de 12 A, conforme protocolo previamente estabelecido para pequenos
carboidratos (Lins & Hinenberger, 2005). A temperatura e a pressdo dos sistemas
foram mantidas constantes através do acoplamento do soluto, ions e solvente a
banhos externos, respeitando os protocolos previamente citados para cada tipo de
sistema, a 298 ou 310 K, e a 1 bar, respectivamente. Para os complexos proteina-
heparina, barostato e termostato de Berendsen foram empregados (Berendsen et
al., 1984), utilizando constantes de acoplamento de 1 = 0,1 ps para temperaturae 1 =
0,5 ps para pressdao. Na validacio do GROMOS53A6¢gyvc, barostato de
Parrinello-Rahman (Parrinello & Rahman, 1981; Nosé & Klein, 1983) e termostato
de Nosé-Hoover (Nosé, 1984; Hoover, 1985) foram empregados, utilizando
constantes de acoplamento de 1 = 0,1 ps para temperatura e T = 1,0 ps para
pressao.

As simulacdées por DM podem ser divididas em trés etapas: termalizacao,
equilibracdo e recolhimento de dados. A primeira delas envolve o aquecimento
gradativo do sistema, visando uniformizar as energias contidas na estrutura
cristalografica ou de RMN e, desta forma, evitar deformagdes nas moléculas em
estudo. Nesta etapa, utilizada somente nos estudos de sistemas envolvendo a
cascata de coagulacao sanguinea, ap6s 1 ps de restricdo de posicao, cada sistema
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foi aquecido lentamente de 50 K a 310 K, de maneira que, em cada um dos seis
passos de 5 ps, ha o aumento da temperatura em 50 K. Em seguida, ha a
equilibracdo, em que variaveis termodinamicas e estruturais (vide secao 3.3.2) do
sistema em estudo devem assumir um equilibrio em torno de um valor. Nos sistemas
envolvendo coagulagdo sanguinea, assumiu-se a primeira metade da DM como fase
de equilibracao, de forma que as analises de recolhimento de dados foram feitas na
segunda metade da simulacdo. Para a validagdo do GROMOS53A6¢.vc, ha qual os
sistemas eram menores, e que possuiam uma complexidade reduzida, uma etapa
de 1 ns de equilibracdo com restricdo de posicao foi empregada. Apds a
termalizacdo e/ou equilibracdo do sistema, a simulacdo prossegue pelo tempo
estipulado. Nesse sentido, a duracdo das simulagbes realizadas foi variavel, de
acordo com o sistema em estudo (de 0,1 a 1 us), totalizando aproximadamente 2 us
para biomoléculas envolvidas na coagulagdo sanguinea, e 40 s para
monossacarideos e dissacarideos estudados na parametrizagdo do campo de forga
GROMOS 53A6GLYC.

3.3.2 Analise da estabilidade e convergéncia dos sistemas
As primeiras analises a serem feitas em uma trajetéria de DM visam averiguar

sua estabilidade através de parametros termodindmicos, tais como temperatura,
pressao, densidade, volume e energia potencial do sistema. Os dados obtidos,
medidos em fung¢édo do tempo, devem estar equilibrados em torno de um valor (de
um 1 bar, por exemplo, para pressao). Em seguida, a convergéncia do sistema para
um estado de equilibrio pode ser avaliada a partir do relaxamento da estrutura
proteica, o que ocorre quando um platé pode ser verificado nos valores obtidos em
duas andlises: o root mean square distance (RMSD) em relagao a estrutura inicial,
que consiste em uma medida de distancia de cada uma das estruturas calculadas ao
longo da simulagdo em relacao a estrutura de partida; e o raio de giro da molécula,
que da um indicativo do tamanho da molécula a partir da distancia de cada um de

seus atomos componentes em relacdo ao centro de massa.

3.3.3 Construcao de topologias
A topologia € um arquivo contendo parametros para determinada molécula,

através dos termos de energia descritos na sessao da Introdugédo 1.5 da presente
Tese. Em resumo, esse arquivo contém termos para a manutencao da distancia das

ligagcdes quimicas e angulos de ligacdo, bem como potenciais de energia para
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diedros proprios e improprios, parametros de interagdes nao-covalentes e cargas
atdbmicas. Nos estudos realizados durante a presente Tese, para o campo de forca
GROMOS96 43A1, utilizou-se uma ferramenta de construgcdo de topologias
denominada PRODRG (Schuettelkopf & van Aalten, 2004), que consiste em um
servidor que funciona na World Wide Web, gerando um arquivo de topologia para os
sistemas de interesse a partir de um arquivo PDB. O arquivo de saida deste
servidor, no entanto, necessita de alguns refinamentos (Lemkul et al., 2010). Para
carboidratos, conforme previamente estabelecido (Pol-Fachin & Verli, 2008; Pol-
Fachin et al., 2009), incluem o acréscimo de cargas atbmicas, calculadas por
métodos ab initio (descrito no item 3.2), e a adicdo de diedros improprios (Tabela 5),
necessarios para preservar os estados conformacionais (geralmente *C; ou 'C4) dos
monossacarideos estudados, de acordo com dados experimentais prévios. Além
disso, o emprego destes parametros permite avaliar a influéncia de estados
conformacionais especificos de um dado monossacarideo, ou seja, explorando o
papel destas conformacdées em um determinado fendmeno biologico (Verli &
Guimaraes, 2005; Pol-Fachin & Verli, 2008).

Tabela 5: Definicdo dos diedros imprdprios utilizados para definir a conformacao dos

monossacarideos contidos nos sistemas simulados.

Sequéncia de atomos Angulos (em graus)

definindo o diedro®® C Ca
5-2—-4—1 2,0 -2,0
5-2-3-1 23,0 -23,0
5-2-3-6 -2,0 2,0

aNa figura, a glicose é utilizada como modelo. ° Adaptado de Pol-Fachin, 2009.

3.4 Metadinamica

Considerando que alguns eventos conformacionais, tais como enovelamento

proteico, ocorrem em uma escala de tempo ainda inacessivel aos tempos
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computacionais disponiveis atualmente em simulagdes de DM convencionais (Laio &
Gervasio, 2008), os métodos de DM com amostragem ampliada, tais como a
metadinamica, emergem como uma alternativa para observar esses eventos. Nesse
sentido, os estudos por metadindmica se baseiam na inclusao, durante os calculos
de DM, de uma variavel, ou collective variable (Laio & Parrinello, 2002), que deve
previamente identificada como capaz de descrever o processo de interesse (Laio &
Gervasio, 2008). Sendo assim, o espaco conformacional adotado pelo sistema é
determinado por essa variavel, de forma que potenciais de energia sao incluidos ao
longo do tempo de simulacdo e o sistema fica impedido de retornar aos estados
conformacionais adotados anteriormente (Laio & Parrinello, 2002). Para os trabalhos
desenvolvidos no contexto desta Tese, as varidveis escolhidas incluem as
coordenadas puckering (Cremer & Pople, 1975), que definem as conformacdes
adotadas por monossacarideos, e os diedros @ e U de ligacdes glicosidicas de
dissacarideos. Com isso, toda a superficie de energia livre (do inglés free energy
surface, FES) do sistema € avaliada, indicando quais sao os estados
conformacionais de maior estabilidade. A descricdo dos sistemas em estudo de
forma mais minuciosa ou mais rapida (ou seja, com menor custo computacional)
pode ser alterada através da variagcdo dos valores de height (h) and width (o).
Visando uma descricdo mais detalhada dos carboidratos avaliados no contexto da
presente Tese, foram usados, respectivamente, valores de 0.1 e 0.5. O protocolo de
simulacdo por metadinamica utilizado durante a validacao nos novos parametros do
GROMOS 53A6aGLYC foi baseado em estudos prévios para monossacarideos (Autieri
et al., 2010) e detalhado na sessdo de materiais e métodos do trabalho IV da
presente Tese. Uma abordagem visual e dindmica, que pode facilitar o entendimento
desta técnica, pode ser visualizada no link http://goo.qgl/jbLgB.

3.5 Construcao de mapas de contorno para carboidratos

Quanto maior a complexidade estrutural da molécula, maior sera a dificuldade
e o0 custo computacional associado a obtencao de uma amostragem adequada para
o espaco conformacional adotado pelo oligossacarideo. Isso fica ainda mais
evidente no contexto de carboidratos, uma vez que sdao moléculas altamente
flexiveis, em que multiplos subestados conformacionais podem co-existir. Como uma
alternativa, essas estruturas podem ser construidas a partir de seus dissacarideos
constituintes (Naidoo et al., 1997; Mandal & Mukhopadhyay, 2001; Fernandes et al.,
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2010), cujas conformacdes podem ser obtidas por diferentes metodologias, incluindo
a construcdo de mapas de contorno, que podem ser considerados analogos aos
mapas de Ramachandran. Ao longo de dez anos de estudos envolvendo
carboidratos em suas diversas formas, nosso grupo de pesquisas estudou entre 100
e 200 dissacarideos diferentes (Becker et al., 2007; Pol-Fachin & Verli, 2008; Castro
et al., 2009; Fernandes et al., 2010; e artigos da presente tese), em uma primeira
etapa, através de mapas de contorno, seguidos de um refinamento por simulacdes
de DM em solucdo e, mais recentemente, por metadindmica em solvente aquoso.
Para a presente tese, duas técnicas diferentes foram empregadas na construcéo
desses mapas, como descrito abaixo.

3.5.1 Por mecanica molecular
Nos estudos envolvendo a construcdo de mapas de contorno por mecanica

molecular, ou DM convencional, utilizou-se como base os parametros do campo de
forca GROMOS96 (van Gunsteren et al.,, 1996) e as cargas atdmicas de Léwdin, na
base HF/6-31G** (Verli & Guimaraes, 2004; Becker et al., 2005). No caso de
ligacbes 1—2, 153 e 14, os angulos ® e W foram rotados de -180°% a 1502, em
passos de 30° gerando um total de 144 conférmeros para cada dissacarideo. No
caso de ligacbes 1—6, em que a ligacao glicosidica é composta por trés diedros: O,
Y e w, foram gerados 144 conférmeros para cada par de angulos, ou seja, 144 para
o par ® versus WY e 144 para o par W versus w. O protocolo empregado envolve uma
minimizacdo de energia utilizando o algoritmo de gradiente conjugado e, em
seguida, uma DM com duracdo de 20 ps a temperatura de 10K e tempo de
integracdo de 0,5 fs a fim de reforcar a busca pelo arranjo mais estavel da
conformagéo avaliada (Becker et al., 2007; Pol-Fachin & Verli, 2008). Durante essas
minimizacdes de energia e passos de DM, utilizam-se restricdes (diedros improprios)
somente para os diedros da ligacéao glicosidica em estudo. Com isso, esses angulos
sao fixados em cada uma das 144 possiveis combinacées dos dois diedros em
estudo, permitindo que o restante da molécula se acomode em relacdo a geometria
da ligagao glicosidica de interesse. Os valores de energia dessas 144 conformacgdes
sao entdao empregados na construcdo de um mapa de contorno, considerando-se a

estabilidade relativa a conformacao mais estavel de todas.
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3.5.2 Por metadinamica

Os estudos envolvendo a constru¢do de mapas de contorno por metadindmica
objetivaram a validagdo de um novo campo de forgca, parametrizado ao longo da
presente tese, intitulado GROMOS 53A6g.vc. Nesses estudos, os dissacarideos
foram submetidos a uma minimizacao de energia utilizando o algoritmo de gradiente
conjugado e, em seguida, a um passo de equilibracdo de DM de 1 ns, no qual o
dissacarideo € mantido preso por restricdo de posicao e as moléculas de agua se
acomodam ao seu redor. A metadindmica é entdo realizada com 0s mesmos
parametros de height (h) and width (o) descritos acima (secao 3.4), avaliando a

rotacdo dos diedros @ e Y das ligacdes glicosidicas de interesse.

3.6 Validacao das simulacoes de DM

A validacao de estudos de simulacdo por DM esta associada a comparagéao de
propriedades observadas computacionalmente com propriedades experimentais, de
forma que a precisdo do método é avaliada a partir da verificagdo de quéao
precisamente variaveis previamente conhecidas sao reproduzidas (van Gunsteren &
Berendsen, 1990; Karplus & Petsko, 1990). No contexto da presente Tese, a
validacao dos resultados obtidos foi realizada através da comparacao com (1) dados
de RMN, tais como as geometrias de ligacao glicosidica para os dissacarideos
componentes de glicoproteinas; (2) dados de cristalografia de raios-X, tais como na
comparagao do perfil de B-factor com o perfil de flexibilidade das proteinas, avaliado
por root mean square fluctuation (RMSF), que avalia a flutuagédo de cada atomo, ou
residuo, na forma de um valor médio para a simulacao; (3) dados de mutagénese
sitio-dirigida, tais como na avaliagdo da importancia de determinados residuos de
aminoacido na interagdo entre AT e heparina; (4) dados bioquimicos, tais como
sobre a atividade catalitica das proteases estudas e a afinidade das diferentes
glicoformas de AT a heparina; entre outros. A partir da validacdo das simulagoes,
predicbes baseadas nos célculos de DM podem ser feitas, cuja credibilidade
também depende (1) da precisdo do campo de forga utilizado; e (2) do tamanho da
amostragem do espaco conformacional, que necessita ser suficientemente ampla

para descrever as propriedades do sistema (van Gunsteren & Mark, 1998).
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4 Resultados

4.1 Preambulo

Os resultados obtidos, bem como documentos representativos do conjunto de
assuntos abordados ao longo da presente Tese, serdo apresentados a seguir na
forma de trabalhos submetidos ou publicados. Uma breve descricdo sobre cada um,

e o contexto no qual eles se inserem na presente Tese, esta apresentada abaixo.

* Laércio Pol-Fachin, Hugo Verli: Assessment of Glycoproteins Dynamics
from Computer Simulations. Mini Rev. Org. Chem., 2011, 8; 229-238.

Este artigo revisa os diferentes métodos e protocolos para o estudo de
glicoproteinas, bem como trabalhos realizados nesse ambito. No contexto da
presente Tese, este artigo apresenta uma explicacdo aprofundada da metodologia
de simulacdo por DM de glicoproteinas, e representa os trabalhos publicados
envolvendo o estudo da estrutura, conformacéo e funcao dessas biomoléculas néao
envolvidas em coagulacédo sanguinea (vide secéo 9 - Anexos):

« Pol-Fachin & Verli, Glycobiology, 2012, 22, 817-825;

» Virgens et al., J. Biomol. Struct. Dyn., 2013, doi: 10.1080/07391102.2013.780982;
* Pol-Fachin & Verli, Kerala: Transworld Research Network, 2010, 103-131;

« Velasquez et al., Science, 2011, 332, 1401-14083.

« Laércio Pol-Fachin, Camila Franco Becker, Jorge Almeida Guimaraes,
Hugo Verli: Effects of glycosylation on heparin binding and antithrombin
activation by heparin. Proteins, 2011, 79; 2735-2745.

Este trabalho avalia a interacdo entre heparina e as duas glicoformas

circulantes de AT no plasma humano (a e (), bem como as consequéncias dessa

interacédo sobre a estrutura, conformacao e funcao da serpina.
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* Laércio Pol-Fachin, Hugo Verli: Structural glycobiology of heparin
dynamics on the exosite 2 of coagulation cascade proteases: Implications
for glycosaminoglycans antithrombotic activity. Glycobiology, 2014, 24; 97-

105.
Este artigo, em continuacdo ao anterior, avalia a interacao entre heparina e as
proteases da coagulacdo sanguinea flla e fXa, relacionando os dados obtidos com
sua atividade catalitica e com os mecanismos de acdo da heparina na inibicao

dessas enzimas por AT.

» Laércio Pol-Fachin, Victor Holanda Rusu, Hugo Verli, Roberto Dias Lins
Neto: GROMOS 53A6gLyc, an Improved GROMOS Force Field for
Hexopyranose-Based Carbohydrates. J. Chem. Theory Comput., 2012, 8;
4681-4690.

Por fim, este trabalho propée um novo conjunto de parametros para o estudo
de carboidratos utilizando campos de forca da série GROMOS, com possibilidade de
utilizacdo em conjunto com parametros pré-existentes para proteinas, lipideos ou
acidos nucleicos. No contexto da presente Tese, este artigo representa a parte do
trabalho realizado junto ao Laboratério de Biomateriais, do Departamento de
Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco, realizado sob
orientacao do prof. Roberto Dias Lins Neto.

A seguir, serao apresentados um resumo e a integra de cada manuscrito.
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4.2 Trabalho I

Este trabalho é o primeiro artigo da literatura que revisa os diferentes métodos
de avaliacao de glicoproteinas através de simulagdes computacionais. O emprego
de técnicas experimentais, como cristalografia de raios-X e RMN, no estudo de
glicoproteinas é prejudicado principalmente devido a elevada flexibilidade das
cadeias oligossacaridicas dessas biomoléculas. Sendo assim, metodologias
computacionais, quando propriamente validadas frente a esses dados
experimentais, consistem em uma ferramenta promissora para o estudo estrutural e
funcional de glicoproteinas, levando em consideragao tanto a flexibilidade quanto o
ambiente no qual essas moléculas estao inseridas.

Inicialmente, este trabalho discute as diferentes formas para obtencdo de
modelos iniciais adequados para a estrutura e conformacdo de glicoproteinas,
levando em consideragdo a parte proteica, e especialmente a porcdo sacaridica
dessas biomoléculas. Nesse sentido, as diferentes estratégias para o estudo
conformacional de carboidratos sdo apresentadas, com foco naquelas envolvendo
mecanica molecular. Em seguida, o refinamento dos modelos de glicoproteinas é
discutido, considerando os métodos potencialmente empregaveis e os dados
adequados para sua comparacgao e validacao. Ainda, uma breve revisao da literatura
€ realizada, a respeito da metodologia utilizada e dos resultados obtidos, bem como
perspectivas futuras.

Assessment of Glycoproteins Dynamics from Computer
Simulations

Laércio Pol-Fachin, Hugo Verli

Mini Reviews in Organic Chemistry, 2011, 8; 229-238









41



42



43



44



45



46



47



48



49

4.3 Trabalho II

Este trabalho descreve o comportamento conformacional de diferentes
conformacdes e glicoformas de AT, quando complexadas e nao-complexadas a
heparina, visando ao melhor entendimento do processo de ativacdo da serpina. Até
entdo, 21 estruturas cristalograficas de AT humana estavam disponiveis no PDB,
para suas formas nativa, intermediaria e ativada. No entanto, a estrutura sacaridica
completa de AT néo foi observada nessas estruturas, e o efeito da glicosilacdo sobre
a conformacao e dinamica de ativacao da serpina por heparina havia sido apenas
inferida a partir de estudos bioquimicos. Nesse sentido, foram realizados estudos de
simulacdo computacional para as duas glicoformas circulantes de AT no plasma, a e
B, em comparacdo com sua estrutura ndo glicosilada, a partir das conformacodes
nativa e ativada, a fim de avaliar, a nivel atémico, os efeitos da glicosilagcdo sobre
AT. Adicionalmente, a forma ativada foi estudada complexada a heparina, a fim de
avaliar os efeitos da interacdo do polissacarideo sobre a estrutura da serpina.

Os resultados obtidos indicam uma interferéncia da glicana ligada a Asn135 em
a-AT na interagdo desta glicoforma com heparina, causando um dobramento na
cadeia do GAG e uma diminuicdo na energia de interagdo proteina-carboidrato, o
que pode estar associado a menor afinidade do polissacarideo por tal glicoforma, tal
como observado experimentalmente. A partir das simulagées, também foi possivel
propor um modelo da via de transmissdo conformacional desde a interacdo de
heparina com as a-hélices A, D e P até o conjunto de B-fitas A, levando a sua

ativacao conformacional.

Effects of glycosylation on heparin binding and antithrombin
activation by heparin

Laércio Pol-Fachin, Camila Franco Becker, Jorge Almeida Guimaraes, Hugo Verli

Proteins: Structure, Function and Bioinformatics, 2011, 79; 2735-2745
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arin mutual recognition.

In this context, the present work intends to character-
ize the effects of glycosylation on heparin binding and
AT conformational activation in the presence of heparin
through a series of MD simulations. For this purpose,
AT was evaluated in its nonglycosylated and in its two
circulating glycoforms, considering both native and acti-
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the crude topologies were retrieved. Based on such infor-
mation, these structures were described in GROMOS96
43al force field parameters, being further modified to
include some refinements (1) improper dihedrals,
employed to preserve the conformational state of the
hexopyranose rings in “C, (D-GleNAc, D-Man, D-Gal,
and D-GIcNS,68), *So (L-IdoA2S), or *Cs (NeuAc)



Six uncomplexed AT structures were generated: three
comprising native AT and three representing activated,
unbounded AT. In each set of AT conformational states,
the nonglycosylated, a- and B-glycoforms were considered.
Additionally, three AT-heparin complexes were studied,
considering the protein in its activated form and a heparin
fragment with 21 carbohydrate residues. Accordingly, AT
was simulated in its nonglycosylated, a- and 3-glycosyla-
ted forms. Globally, nine AT systems were simulated, con-
sidering variations in its complexation to heparin, glycosy-
lation, and conformational state. Such structures were sol-
vated in triclinic boxes wusing periodic boundary
conditions and SPC water model.42 Counter ions (Na™)
were added to neutralize the system. The employed MD
protocol was based on previous studies?3  as

52

a and B. These N-glycans containing systems were filled
with the proposed canonical biantennary complex-type ol-
igosaccharide structure, 111335 45 presented in Figure
1(A). The conformational profiles of the glycan chains
attached to AT were evaluated by means of their compos-
ing glycosidic linkages, being further compared with previ-
ous nuclear magnetic resonance (NMR) data.4” As a gen-
eral feature, the behavior obtained from MD simulations
for the glycosidic linkages composing AT glycan chains are
within the experimentally determined geometries, as pre-
sented in Supporting Information (Table S1), indicating
an adequate description of their conformational ensemble.
Furthermore, in the heparin containing systems, the GAG
glycosidic linkage geometries are also within solution
NMR48 and solid state*® determined conformations (Sup-
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issue, Wthh is avallable at w1leyonhnehbrary com. ]

between the studied glycoforms. For instance, in native
AT, the region comprising helix G (292-298) presented a
high flexibility in B-AT when compared with «-AT, while
the helix C composing residues (96-107) showed an
increased plasticity in a-AT in comparison to (3-AT [Fig.
1(C)]. In the activated state, B-AT presented an increased
flexibility in the loops between helix F and strand A3
(residues 202-208) and between strands C3 and C4 (resi-
dues 242-244), while activated o-AT showed this behav-
ior in the loop between strand Bl and strand B2 (resi-
dues 264-267) [Fig. 1(E)]. In relation to the effects of

heparin binding over the polypeptide chaln, it appears

that AT ~lahal  Aavikilitsr ia
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occurred, except for the C-terminal extension of helix D
and hinge-region expulsion from B-sheet A.° 1-53 Based
on these data, it has been suggested that such AT confor-
mation would represent an intermediate state adopted
after binding to heparin, but before reaching its activated
conformation.?! In this context, the simulation of hepa-
rin-complexed B-AT MD simulations, started from its
activated form, presented a spontaneous conversion to
the intermediate state of AT. Through this conforma-
tional path, the hinge region was re-inserted into 3-sheet

A [Fig. 2(A)], and helix D was prevalently unfolded after
Argl132 [Fig. 2(B)], equivalently to previous AT interme-

1=55 i #hn bl Tamdd
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Asn4b —82 £ 13 —54 +19 —67 + 20
Arg46 —86 + 36 —67 £ 34 —32+32
Arg47 —106 £+ 22 —113 + 28 —60 £ 27
Glu113 -31+£10 =31+Mn ~9 £ 15
Lys114 —107 £ 26 —127 + 44 —88 £ 29
Lys125 —42 + 32 —20 + 27 =31 £ 32
Arg129 —64 £ 24 —61+19 —65 + 16
Arg132 =72 £ 51 =5 == 29 =59 +.35
Lys133 —30 + 42 =32 = 28 =19 #=29
Ivel2R —1NR L 12 —11R L A1 —Q1 L 27

conformational changes, that is, placed in helixes P
(Glull3 and Lysl114) and D (Argl29, Argl32, Lys133,
and Lys136) or concerned in secondary structure rear-
rangement during AT activation, as in helix A (Thr44,
Asnd45, Arg46, and Arg47). Therefore, based on X-ray
crystallographic and MD simulations data (Supporting
Information, Table S3), it appears that the AT conforma-
tional changes, in order to increase AT inhibitory activity,
pass through a distinct alignment of the residues respon-
sible for heparin binding.

It may be observed, based on the glycans flexibility
obtained from MD simulations, that the heparin binding
site residues are apparently outlined by AT-linked oligosac-
charide chains [Fig. 3(C)]. In addition, the Asn135- and
Asn155-linked oligosaccharides have been suggested to
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results indicating that a decreased carbohydrate content
in the serpin results in an increase of AT affinity for hep-
arin.%° As well, B-AT seems to be more tightly bounded
to heparin than a-AT (—948 + 117 kJ mol ' against
—868 + 120 kJ mol '), which is in accordance to their
experimentally determined AT-heparin dissociation con-
stants$14 and fluorescence data.”

T PR | 1 1 ol a® 1A 1 e, 1

polysaccharide dynamics on the three AT glycoforms sur-
face was evaluated, as shown in Figure 3(D-F). Such data
indicates that the GAG behaves comparably in the lower
portion of the serpin, but is significantly diverse in the
a-glycoform upper segment. Accordingly, a bending in
the polysaccharide may be observed close to helix D as
due to an obstruction caused by the Asn135-linked oligo-
saccharide [Fig. 3(F)], apparently moving a region of the
heparin chain known to increase the GAG affinity for
AT, outside the synthetic pentasaccharidic sequence
(Supporting Information, Fig. S5) away from helix
D. Such observation may consist in an effect associated
to the glycoform-dependent AT-heparin recognition,
additional to those previously reported.m“35
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were observed In o-Al when compared witn the nongly-
cosylated and B-AT as due to the presence of the addi-
tional N-glycan chain in the a-glycoform [Fig. 4(F)].
While the interaction between helixes B and D is more
intense at the native state in the less or nonglycosylated
forms, such behavior is inverted in a-AT (Supporting In-
formation, Table S6). As well, the interaction between
helices D and E is stronger at the activated state of non-

diSO  dllering rdinoleculdr Herdcuons  WILILLL U1e ser-
pin. This differential behavior may be also responsible
for altering both the rate of heparin-induced conforma-
tional activation and the rate of its reversal,!4 possibly
disturbing the signal transmission from the GAG binding
site to B-sheet A, thus delaying the most important AT
activating conformational change.

13,
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4.4 Trabalho III

Em continuacéo ao trabalho anterior, este trabalho descreve o comportamento
conformacional de proteases da cascata de coagulacdo sanguinea, também
complexadas e ndo-complexadas a heparina, a fim de avaliar o processo de inibicao
mediado pelo GAG. A acao de inibidores sobre flla e fXa é bastante explorado na
literatura, e descrito para ligantes em seus sitios ativos e no exositio-1, localizado na
superficie das enzimas. No entanto, a acdo de inibidores sobre o exositio 2, onde
heparina se liga, € pouco descrita. Adicionalmente, flla é uma glicoproteina, no
entanto a influéncia da glicosilagéo sobre sua estrutura e processo de inibicdo nao é
bem compreendida. Neste contexto, foram realizadas simula¢des por DM de flla,
glicosilado e nao-glicosilado, visando estudar os efeitos da glicosilacdo sobre a
dindmica e funcao da protease, bem como de flla e fXa complexados ao GAG, a fim
de avaliar os efeitos da interagcdo de heparina sobre a dindmica de inibicdo das
enzimas.

Os resultados obtidos indicam que a glicosilacado, em flla, é responsavel pelo
aumento do tamanho da cavidade do sitio ativo da enzima, o que pode contribuir
para flla glicosilado possuir uma atividade catalitica maior que flla ndo-glicosilado,
tal como descrito experimentalmente. A interacdo de heparina com as proteases
levou a uma desorganizagdo da geometria da triade catalitica das enzimas, o que
estda de acordo com estudos prévios da literatura, e sugere um efeito de inibicao
alostérica sobre elas. A partir disso, o envolvimento de alguns residuos de
aminoacido com esse alosterismo foi proposto. Finalmente, a dinamica de heparina
na superficie das enzimas sugere que a orientacao do GAG determina o mecanismo
de acdo a qual elas serao inibidas por AT.

Structural glycobiology of heparin dynamics on the exosite 2 of
coagulation cascade proteases: Implications for
glycosaminoglycans antithrombotic activity

Laercio Pol-Fachin, Hugo Verli

Glycobiology, 2014, 24; 97-105
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Rezaie AR, Olson ST. 2000. Calcium enhances heparin catalysis of the
antithrombin-factor Xa reaction by promoting the assembly of an
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4.5 Trabalho IV

Este trabalho propée um novo conjunto de parametros (GROMOS 53A6¢Lyc)
para o estudo de carboidratos utilizando campos de forca da série GROMOS. O
conjunto de parametros até entdo distribuido para carboidratos, GROMOS 45A4, é
capaz de descrever adequadamente a geometria de ligacdes glicosidicas de
dissacarideos, o efeito gauche (que descreve a orientacdo do grupamento
hidroximetil, localizado na posicdo C6 de aldohexopiranose) e o efeito exo-
anomérico em monossacarideos. No entanto, baseado em estudos prévios da
literatura, a conformacéo esperada para determinados residuos (avaliados através
de coordenadas puckering) nao era reproduzida. Nesse sentido, os termos de
energia potencial para diedros componentes do anel interno desses residuos foram
testados e, caso necessario, aprimorados, visando a descricdo dos estados
conformacionais supracitados, ndo descritos pelo campo de for¢a antigo.

A partir dos estudos realizados, observou-se que os potenciais utilizados na
descricao de diedros envolvendo C-C-C-O precisavam ser modificados, a partir dos
quais dois novos termos de energia foram propostos. A utilizagdo desses novos
potenciais manteve a reproducdo da geometria de ligacoes glicosidicas de
dissacarideos, dos efeitos gauche e exo-anomérico, e permitiu a reproducao, de
forma qualitativa, das conformacbes esperadas para as dezesseis
aldohexopiranoses avaliadas. Tais parametros, inseridos em um novo campo de
forca, intitulado GROMOS 53A6¢Lyc, possuem adicionalmente ampla adaptabilidade
a programas de simulacao de dinamica molecular e possibilidade de utilizagdo em
conjunto com parametros pré-existentes para proteinas, lipideos ou acidos

nucleicos.

GROMOS 53A6¢,vc, an Improved GROMOS Force Field for
Hexopyranose-Based Carbohydrates

Laércio Pol-Fachin, Victor Holanda Rusu, Hugo Verli, Roberto Dias Lins Neto

Journal of Chemical Theory and Computation, 2012, 8; 4681-4690
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5 Discussao Geral

5.1 Caracterizacao conformacional de glicoproteinas por DM

A correta descricdo da conformacao e dindmica de uma glicoproteina através
de DM, possibilitando a inferéncia de propriedades bioquimicas e funcionais, passa
por uma série de pré-requisitos. Um dos principais € um campo de forca apropriado,
capaz de descrever a estrutura e plasticidade da porcao proteica e da porcéo
sacaridica, bem como a ligagdo entre elas e a mutua influéncia que uma exerce
sobre a outra. Nesse sentido, 0 GROMOS 43A1, inicialmente testado na reproducao
de dados conformacionais derivados de RMN (Pol-Fachin et al., 2009; Fernandes et
al, 2010), vem se mostrando também adequado em produzir dados em
concordancia com variaveis experimentais, que incluem a influéncia da glicosilacao
sobre a afinidade (em nossos estudos, qualitativamente relacionada a energia de
interagdo) de heparina a AT. Da mesma forma, esse conjunto de parametros,
utilizado até entdo nos estudos do grupo junto ao pacote de simulacggo GROMACS,
oferece um baixo custo computacional e consequente agilidade na obtencédo de
amostragens grandes o suficiente para descrever as propriedades conformacionais
dos sistemas de interesse. Isso, que tem sido feito na escala de tempo de 100 ns, se
configura como um dos pré-requisitos supracitados e que, aliados a estruturas
adequadas de partida para as simulagdes, se somam para a obtencao de ensembles
conformacionais apropriados para os sistemas em estudo.

Tal como previamente discutido, apesar de sua importdncia para varios
eventos bioldgicos (Varki, 1993; Dwek, 1996), e da ampla distribuicdo dessa classe
de biomoléculas na natureza (Spiro et al., 2002), ainda sdo poucos os estudos
envolvendo simulagcdo computacional de glicoproteinas na literatura. No entanto,
desde agosto de 2009, quando teve inicio o desenvolvimento dos trabalhos da
presente Tese, ocorreu um aumento significativo no niumero de artigos publicados
avaliando dinamicamente sua estrutura e conformacdo (Tabela 6), contendo
principalmente glicanas N- e O-ligadas. Esses trabalhos empregaram campos de
forca da série AMBER, nas versdées GLYCAMO04 (Woods et al., 1995) e GLYCAMO06
(Kirschner et al., 2008) para a porcao sacaridica, e o campo de forca GROMOS
43A1 nos estudos desenvolvidos junto ao Grupo de Bioinformatica Estrutural. Esse

crescimento € indicativo de um maior interesse da comunidade cientifica, nos
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ultimos tempos, em estudos de sistemas biomoleculares levando em consideracao
todas as varidveis a que determinada molécula esta sujeita, incluindo glicosilagéo.
Da mesma forma, é também uma provavel consequéncia da maior oferta de poder
computacional, obtida através de simulagdo por placas de video, tendo sido
implementada com bastante sucesso junto ao pacote de simulacdo molecular
AMBER (Salomon-Ferrer et al., 2012), de campo de forca de mesmo nome, e sugere

um crescimento ainda mais acentuado desse tipo de estudo nos préximos tempos.

Tabela 6: Estudos envolvendo DM de glicoproteinas desde 2009

Glicoproteina / Glicopeptideo  Glicosilagdo  Campo de Forca Referéncia
Protectina (CD59) N- GROMOS Pol-Fachin et al., 2009
Dominio EGF-like de fVII O- GROMOS Pol-Fachin et al., 2009
Dominio de adesao — CD2 N- GROMOS Pol-Fachin et al., 2009
a-hCG N- GROMOS Pol-Fachin et al., 2009
Glicopept. anticongelamento C- AMBER-GLYCAM Tam et al., 2009
Dominio I-like de B1-integrina N- AMBER-GLYCAM Pan & Song, 2010
Glicopept. anticongelamento O- AMBER-GLYCAM Corzana et al., 2010
Ciclooxigenase murina N- GROMOS Fernandes et al., 2010
Ciclooxigenase ovina N- GROMOS Fernandes et al., 2010
Glicopept. de mucina O- AMBER-GLYCAM Corzana et al., 2011
Receptor a1-nicotinico N- AMBER-GLYCAM  Dimitropoulous et al., 2011
y-Glutamil Transferase N- AMBER-GLYCAM West et al., 2011
Antitrombina Ill N- GROMOS Resultados, trabalho Il
Glicopept. de extensinas O- GROMOS Segao 9, trabalho VI
CSF114(Glc) N- AMBER-GLYCAM Guardiani et al., 2012
Peptideo Pars Intercerebralis O- AMBER-GLYCAM Kaushik et al., 2012
Hemaglutinina N- AMBER-GLYCAM Chen et al., 2012
Autotaxina N- AMBER-GLYCAM Koyama et al., 2012
Dominio de adesao — CD2 N- AMBER-GLYCAM Wang et al., 2012
Artv 1 O- GROMOS Secdo 9, trabalho Il
lgG2a murino N- AMBER-GLYCAM Wang et al., 2013
NETNES N-/ P- GROMOS Chiodi & Verli, 2013
Aril sulfatase A N- GROMOS Secdo 9, trabalho IV
Trombina N- GROMOS Resultados, trabalho IlI
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5.1.1 Glicoproteinas N-ligadas

A sintese e modificacdo de oligossacarideos durante a N-glicosilagdo, como
discutido, sdo amplamente estudadas e compreendidas (Helenius & Aebi, 2001), na
qual seu processamento sempre mantém o core pentassacaride em sua estrutura
(Figura 13). Por causa dessa caracteristica, inerente a oligossacarideos N-ligados a
proteinas, os protocolos experimentais de purificacdo e determinacao de sua
estrutura bidimensional estdo mais bem estabelecidos, envolvendo principalmente
espectrometria de massas (Leymarie & Zaia, 2012). Da mesma forma, a obtencéo
de modelos para glicoproteinas contendo essas arvores sacaridicas € facilitada,
através do portal Glycosciences (Litteke et al., 2006), que oferece a ferramenta
Glyprot de N-glicosilacao in silico de proteinas (Bohne-Lang & von der Lieth, 2005),
que possui um banco de dados de estruturas oligossacaridicas conhecidas e

preditas.

Figura 13: Representacao do (A) tetradecassacarideo precursor e de (B-D) trés tipos
de glicanas a que essa estrutura pode ser convertida através de processamento no
RE e no complexo de Golgi. As formas azuis representam GIcNAc; as rosas, Man;
as vermelhas, Gic; as verdes, Gal; e as cinzas, NeuNAc. Em linhas tracejadas, é
apresentada a estrutura do core pentassacaride. Adaptado de Pol-Fachin, 2009.

5.1.2 Glicoproteinas O-, P-, C- e S-ligadas

Ao contrario da N-glicanas, as cadeias sacaridicas associadas aos demais
tipos de glicosilagcdo ndo possuem uma estrutura conservada, variando desde
residuos isolados até pequenos oligossacarideos. Ainda assim, apenas a excecao
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da S-ligacdo glicosidica, descoberta recentemente (Stepper et al., 2011), e que
envolve residuos de Cys, todas as demais ja foram estudadas por DM (Tabela 6).
Nao ha dados conformacionais, obtidos a partir de técnicas experimentais, nem para
P-ligacao glicosidica, que envolve residuos de Ser ou Thr fosforilados (Mehta et al.,
1996; Haynes, 1998), nem para C-ligacao glicosidica, que foi descrita entre Man e
Trp (Hofsteenge et al., 1994; de Beer et al., 1995). Da mesma forma, os dados
disponiveis para a S-ligagao glicosidica, no codigo PDB 2KUY, foram estimados
computacionalmente (Venugopal et al., 2011). A O-ligacao glicosidica, por sua vez,
ja foi estudada tanto contida em glicoproteinas e glicopeptideos completos quanto
isoladamente em solucédo (Tabela 4). Ainda assim, ha uma ampla variedade de
ligacdes entre aminoacidos e monossacarideos a serem estudadas (Spiro et al.,
2002).

Nao ha qualquer servidor disponivel para ligacdo de cadeias oligossacaridicas
C-, P-, S- ou O-ligadas, em oposicdo ao que ocorre N-glicanas. Dessa forma, a
estrutura inicial de uma glicoproteina contendo quaisquer dessas glicosilagdes
precisa ser construida a mao, em que a conformacédo da por¢cao sacaridica, bem
como a ligagdo entre aminoacido e monossacarideo, deve ser obtida através das
alternativas mostradas nos Resultados, trabalho | desta Tese. Sendo assim, um
novo banco de dados de glicosilacao in silico de proteinas, abrangendo também C-,
P-, S- ou O-glicanas, apresenta um grande potencial cientifico para a obtencao de
modelos iniciais para glicoproteinas C-, P-, S- ou O-ligadas.

5.2 Modulacao da cascata de coagulacao por heparina

A principal acao da heparina sobre a cascata de coagulacdo sanguinea reside
na ativacdo de AT sobre suas serino proteases alvo. Ainda assim, a acdo do
complexo AT-heparina é constantemente ampliada a outros sistemas, por exemplo,
através da identificacao recente da formagao de um complexo entre o zimogénio fX
e AT, na presenca de heparina (Nakatomi et al., 2012). No entanto, ja se identificou
que a modulacao da hemostasia, de uma forma geral, ndo requer, tal como AT, a
sequéncia do pentassacarideo minimo, presente no GAG (Boucas et al., 2012). Por
outro lado, tal polissacarideo e heparan sulfato continuam sendo o “padrao ouro”
para comparacao em estudos envolvendo distarbios tromboembdlicos, e vém sendo
cada vez mais reconhecidos como biomoléculas cruciais para uma série de outros

processos bioldgicos, incluindo crescimento e diferenciagdo, resposta imune e
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invasdo de patdgenos (Capila & Linhardt, 2002; Coombe & Kett, 2005; Raman et al.,
2005; Gandhi & Mancera, 2008).

Nesse sentido, tal polissacarideo ndo esta apenas associado as biomoléculas
estudadas na presente Tese, tendo outros alvos tanto relacionados a hemostasia
quanto nao (Gandhi & Mancera, 2008). Varios complexos entre proteinas e o GAG ja
foram estudados na literatura, estando boa parte deles disponiveis no PDB (Gandhi
& Mancera, 2008). Adicionalmente, ja foram propostas sequéncias consenso para
sitios de ligacdo a heparina em proteinas, compostas por xBBxBx ou xBBBxxBX,
onde B sao residuos de Lys ou Arg (e raramente His) e x sao preferencialmente Asn,
Ser, Ala, Gly, lle, Leu ou Tyr (Cardin & Weintraub, 1989). Uma terceira sequéncia
consenso, xBBBxxBBBxxBBx, foi proposta baseada em uma proteina da
coagulacao, o fator Von Willebrand, e posteriormente encontrada em fatores nao
relacionados diretamente com a hemostasia. Nesse sentido, a interagdo de heparina
com seus alvos foi observada, na presente Tese, majoritariamente com Lys ou Arg,
identificados como residuos-chave nos estudos citados acima, o que amplia a
validacao dos resultados aqui mostrados.

5.2.1 AT

Relacionados a hemostasia, e de interesse para esta Tese, AT, tal como
discutido ao longo desta Tese, cofator 2 de heparina, inibidor de C1 (do inglés C1-
inhibitor) e o inibidor de proteases dependente de proteina Z (do inglés protein Z-
dependent protease inhibitor) sdo quatro serpinas que sdao moduladas por heparina
(Tollefsen et al., 1982; Caldwell et al., 1999), e alguns dos principais alvos desse
polissacarideo quando de seu uso na clinica médica. Dentre as serpinas
supracitadas, somente a interacdo de AT com heparina ou compostos sintéticos
semelhantes ja foi elucidada tridimensionalmente (McCoy et al., 2003; Li et al., 2004)
e avaliada de forma dindmica, em solucéo, a nivel molecular (Verli & Guimaraes,
2005; secéo 4, Resultados, trabalho Il). Esses estudos, inclusive aqueles realizados
ao longo desta Tese, visam ao melhor entendimento das bases moleculares da
interacao entre a serpina e heparina, oferecendo um embasamento estrutural para o
desenho racional de novos agentes bioativos que mimetizem sua acdo. Sendo
assim, um dado composto, a fim de disparar a cascata de modificagdes na estrutura
tridimensional em AT, levando-a a ativagdo conformacional, deve presumivelmente

ter interacbes semelhantes as de heparina com a estrutura da serpina. Como
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consequéncia, a interagcdo desses compostos com AT através de residuos
componentes das hélices A, D e P viabilizaria a transmisséao desse sinal a B-folha A,
de acordo com os resultados obtidos e mostrados na sec¢do de Resultados, trabalho
Il desta Tese. Nesse sentido, varios polissacarideos sulfatados derivados de
heparina, de diferentes tamanhos, ja foram desenvolvidos e sdo empregados em
tromboprofilaxia e na terapia anticoagulante com sucesso (Harenberg & Wehling,
2008). Por outro lado, apesar de preencher boa parte dessas prerrogativas, a
interacdo de outros agentes leva apenas a uma ativacdo parcial da serpina
(Navarro-Fernandez et al., 2012). Nesse contexto, o estudo da interacao entre esses
compostos, incapazes de ativar AT de forma plena, por DM pode oferecer novos e
importantes insights sobre o processo de ativagdo conformacional da serpina.
Adicionalmente, é importante ressaltar que o0 uso de novos compostos que visam
interagir com AT, e que sejam desenvolvidos com elevada especificidade pela
serpina, dificilmente afetara as proteases da cascata de coagulagéo, uma vez que os
sitios de ligacdo a anions, ou moléculas com carga negativa — como heparina, na

serpina e em trombina foram considerados diferentes (Mosier et al., 2012).

5.2.2 Proteases fIla e fXa

Nesse sentido, tal como citado no trabalho Il da presente Tese, inibidores
diretos de flla e fXa ja foram amplamente estudados na literatura, no entanto, estes
visam o sitio ativo da enzima ou um exositio de ligagdo diferente daquele onde
heparina se liga (por exemplo, Fraternali et al., 1998; De Filippis et al., 2002).
Apenas recentemente a busca por novos agentes visando a inibicao via exositio de
ligagdo a heparina tem sido alvo de inibidores diretos, tendo sido realizados em
enzimas como a propria trombina (Fernandez et al., 2013) e em fXla (Karuturi et al.,
2013). Em ambos os casos supracitados, a modulacdo da atividade enzimatica foi
obtida através de compostos sulfatados, ndo relacionados com a heparina. Da
mesma forma, tal como realizado para AT, e em um dos trabalhos supracitados
(Fernandez et al., 2013), o estudo das bases moleculares da interacdo desses
compostos com as serino proteases deve oferecer bases estruturais para o desenho
racional de novos agentes bioativos, que levem a inibicao alostérica da enzima. Para
isso, considerando que apenas a estrutura tridimensional do complexo trombina-
heparina esta disponivel no PDB, os residuos importantes para a interacao das

enzimas com o polissacarideo, e consequente modulagdo por ele, devem ser



88

conhecidos. Assim como para flla e fXa (Sheehan & Sadler, 1994; Rezaie, 2000),
explorados no trabalho Il desta Tese, os aminoacidos importantes para a interacdo
dos fatores IXa (Misenheimer & Sheehan, 2010) e Xla (Yang et al., 2009) da

coagulagao foram identificados recentemente.

5.2.3 Complexos ternarios AT-heparina-enzimas

Adicionalmente aos dados obtidos sobre a interagdo entre heparina e os
fatores da coagulacdo, realizados por ocasidao desta Tese, simulagdes por DM
contendo os complexos ternarios completos estdo em andamento, a fim de
corroborar os resultados até entdo observados, e obter novos insights para o melhor
entendimento da inibicdo de flla e fXa por AT. Nessas simulacdes, apenas 3-AT esta
sendo avaliada juntamente com trombina glicosilada e fXa. O emprego desta
glicoforma foi baseado nos resultados obtidos no trabalho |l da se¢éo de Resultados
desta Tese, uma vez que a presencga da glicana ligada a Asn135 em a-AT diminuiu a
energia de interacao proteina-carboidrato, e causou um dobramento na cadeia do
polissacarideo na direcdo do RCL. A energia de interagdo menos intensa pode ser
relacionada com a menor afinidade de a-AT pelo polissacarideo, e o dobramento da
cadeia pode, inclusive, prejudicar o reconhecimento entre as serino proteases e a
serpina na glicoforma a. Baseando-se nesses resultados, justifica-se o uso de B-AT
nos estudos dos complexos ternarios completos, e esta glicoforma se reforca como
a principal inibidora das enzimas da cascata de coagulacao no plasma.

Com relacao a flla e fXa, os complexos contendo uma heparina de cadeia
longa foram ajustados de forma a que as enzimas interagissem com o
polissacarideo tal como na estrutura cristalografica contido no coédigo PDB 1TB6.
Apesar disso, a partir dos estudos das proteases isoladas, a energia de interacao
entre a heparina e os residuos componentes do exositio 2 dessas enzimas foi mais
intensa nas simulagdes por DM em que a geometria da triade catalitica se
desorganizou. Isso sugere que a orientagdo observada na superficie das enzimas
para heparina € aquela que leva a sua modulacdo alostérica, observada em
condices fisiolégicas. Considerando tais orientacées, observadas para flla
glicosilado e fXa na auséncia de calcio, para trombina glicosilada (Figura 14A) uma
cadeia polissacaridica longa teria a melhor orientacdo para interagir
concomitantemente com a serpina e a protease, formando, assim, o complexo em

mecanismo de ponte. Adicionalmente, para fXa sem calcio, a montagem desse
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complexo seria a mais dificil (Figura 14B), considerando o grande dobramento que a
cadeia do GAG faria, o que esta de acordo com a maior susceptibilidade dessa
enzima ao mecanismos de ativagdo conformacional mediado por heparina. Por outro
lado, a presenca de calcio no sistema com fXa aproxima a orientacao observada
para o polissacarideo na superficie da proteina daquela observada para flla (Figura
14C), o que pode explicar, a nivel atbmico, por que, na presenca de calcio, o
mecanismo de ponte é observado para fXa.

Figura 14: Orientacao da cadeia de heparina durante as simulagbées por DM de flla e
fXa, em comparacédo com a estrutura cristalografica sob cédigo PDB 1TB6.

De uma forma geral, considerando a inibicao das serino proteases flla e fXa da
cascata de coagulagao por AT e heparina, os resultados obtidos a partir da interacéao
do polissacarideo com as trés proteinas isoladamente, inseridos na presente Tese,
oferecem novos elementos para o melhor entendimento desse processo, € podem
ser utilizados, tal como discutido, como base estrutural para o desenvolvimento de
novos agentes anticoagulates. N&o obstante, a metodologia empregada pode ser
extrapolada para outras proteases da cascata de coagulacdo e/ou serpinas
moduladas por heparina envolvidas em outros sistemas fisiologicos, tais como

sistema complemento e inflamacao.
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5.3 Desenvolvimento e aprimoramento de campos de forca

O desenvolvimento e continuo aprimoramento de campos de forca para DM
molecular sdo essenciais na obtencdo de dados e resultados de forma mais agil e
precisa, independentemente do tipo de biomolécula. No contexto dos campos de
forca da série GROMOS, os parametros para proteinas foram recentemente
aperfeicoados para as versdes 54A7 (Schmid et al., 2011) e 54A8 (Reif et al., 2013),
apos sucessivas atualizacbes, desde o 43A1 (Scott et al, 1999), passando pelo
45A3 (Schuler et al., 2001) e pelo 53A6 (Oostenbrink et al., 2004). De interesse para
a presente Tese, o desenvolvimento de campos de forca para carboidratos vem
crescendo gradativamente nos ultimos anos, e foi foco no ultimo triénio apoés a
identificacdo de deficiéncias nos parametros (Lins & Hinenberger, 2005) distribuidos
junto aos pacotes de simulacdo GROMOS e GROMACS. Dentre as modificacbes
propostas (Autieri et al., 2010; Hansen & Hinenberger, 2011), aquelas que mantém
maior compatibilidade com a filosofia GROMOS, com os parametros pré-existentes
para outras classes de biomoléculas e com ambos pacotes de simulacao
supracitados sdo aqueles desenvolvidos por ocasidao da presente Tese, inseridos
junto ao campo de forga intitulado GROMOS 53A6GLYC.

Em comparacdo com o que vem sendo empregado nos estudos do nosso
grupo de pesquisas até entao, ou seja, os parametros do campo de forca GROMOS
43A1 e as cargas atbmicas de Léwdin, na base HF/6-31G**, o0 novo campo de forca
GROMOS 53A6GLYC apresenta dois novos termos torsionais para cada diedro
contendo C-C-C-O em monossacarideos, e a auséncia de diedros improprios
mantendo fixa a conformacado da piranose em estudo. Dentre os dados disponiveis
para compara-los, sabe-se que a conformacao de dissacarideos, estudados no
trabalho IV da secao de Resultados desta Tese utilizando GROMOS 53A6GLYC e em
estudos prévios com GROMOS 43A1, é descrita adequadamente por ambos 0s
conjuntos de parametros, em relagdo com dados experimentais (Figura 15, estrela).
Da mesma forma, dados preliminares sobre a geometria das ligagdes glicosidicas de
N-glicanas, da ligacdo entre aminoacidos e monossacarideos, e da influéncia da
glicosilacao sobre a estrutura protéica, obtidos a partir da parametrizacdo do
GROMOS 53A6GLYC para glicoproteinas, sdao comparaveis aqueles obtidos
utilizando GROMOS 43A1. Nesse sentido, os dois conjuntos de parametros podem

ser considerados equivalentes para a descricdo conformacional de carboidratos e
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glicoconjugados, como glicoproteinas. Por outro lado, o campo de forca GROMOS
53A6GLYC ainda ndo pode ser utilizado para estudar polissacarideos sulfatados, uma
vez que nao ha parametros disponiveis para os grupamentos sulfato e sulfonamida.
Sendo assim, uma vez que novos trabalhos avaliem outras propriedades inerentes a
carboidratos, como sua flexibilidade, solvatagdo e interacdo com moléculas alvo, e
mais grupamentos exociclicos, como sulfato e sulfonamida, sejam parametrizados,

podera ser feita uma comparacado mais ampla entre esses campos de forca.

Figura 15: Perfil conformacional em solugéo de B-Glc-(1—4)-Glc (celobiose), obtido a

partir da utilizacdo dos campos de forca GROMOS 43A1 e 53A6GLYC.

A qualidade dos conjuntos de parametros disponiveis para simulacoes
computacionais deve ser avaliada, tal como supracitado e ja discutido nesta Tese,
através da comparagao com dados experimentais. Nesse sentido, tanto o GROMOS
43A1, somado as cargas atdbmicas de Loéwdin, quanto o GROMOS 53A6GLYC
apresentam grande potencial, uma vez que reproduzem adequadamente dados
derivados de RMN. A distribuicao desses parametros junto a pacotes de simulagcéao
compilados com algoritmos rapidos, e disponiveis gratuitamente, facilita sua
utilizacdo e consequente citacdo na literatura, o que também amplia e divulga o
trabalho dos grupos de pesquisa envolvidos na sua parametrizagdo. Somando tudo,
as simulagdes por DM de carboidratos livres, complexados as suas proteinas alvo,
ou compondo glicoconjugados se reforcam como uma estratégia promissora para
descrever e prever a estrutura, conformacao, dinamica e outras propriedades
inerentes a esse tipo de biomolécula.
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6 Conclusoes

A partir dos objetivos tracados, o presente trabalho permitiu:

Revisar as metodologias e protocolos empregados no estudo de
glicoproteinas, oferecendo uma sintese e uma fonte de consulta sobre
o assunto, que foi, ao longo deste trabalho de Tese, e podera
novamente ser empregada como base para trabalhos envolvendo essa
classe de biomoléculas;

Propor uma hipétese capaz de explicar as diferentes afinidades de a- e
B-AT por heparina, a partir da identificagdo da interferéncia da glicana
ligada a Asn135 de AT na interacao da serpina com heparina, bem
como o comportamento conformacional e dindmico dessas glicoformas
em solucao;

Construir um modelo para a via de transmissao de sinal na estrutura de
AT, associada a sua ativacao conformacional, desde a interacdo de
heparina com as a-hélices A, D e P até a folha-3 A e o RCL;

Avaliar os efeitos da glicosilacdo sobre a conformacado e dinamica de
trombina;

Sugerir, a partir da dinamica de heparina na superficie das proteases
da cascata de coagulacao estudadas, porque trombina e fXa possuem
susceptibilidades distintas aos mecanismos de ac¢ao da heparina;
Aprimorar o conjunto de parametros para carboidratos do GROMOS
45A4, dando origem a um novo campo de forca para carboidratos,
GROMOS 53A6GLYC, capaz de reproduzir qualitativamente a
conformacéo dos aneis piranosidicos dos monossacarideos avaliados.

Os resultados obtidos conferem uma viséo estrutural, e em nivel molecular, de

dados experimentais prévios acerca dos complexos ternarios envolvendo AT-

heparina-proteases da cascata de coagulagdo sanguinea. Adicionalmente,

confirmam o potencial de ferramentas de MM no estudo de sistemas biolégicos

contendo carboidratos, inclusive oferecendo um novo conjunto de parametros para o

estudo das propriedades conformacionais de oligossacarideos.
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7 Perspectivas

Considerando os protocolos de simulacdo computacional empregados no

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

seguintes perspectivas podem ser tracadas:

Ampliar os estudos de glicoproteinas utilizando campos de forca da
série GROMOS;

Concluir as analises relacionadas aos complexos ternarios envolvendo
AT-heparina-proteases da cascata de coagulacdao sanguinea, a fim de
confirmar as observacbes feitas nos estudos de DM do presente
trabalho;

Caracterizacao da interacdo de heparina com flXa, protease da
cascata de coagulacdo que também é inibida por AT, bem como a
dindmica do complexo AT-heparina-flXa;

Expandir o campo de forca GROMOS 53A6g.yc, disponivel apenas
para aldohexopiranoses até a finalizacdo da presente Tese, para
carboidratos contidos em glicoproteinas e GAGs.
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9 Anexos

Durante a realizagdo desta Tese, um projeto iniciado durante meu periodo
como aluno de Mestrado, em colaboracdo com o Prof. Rodrigo Vassoler Serrato
(Universidade Federal do Parand), foi concluido (trabalho I). Da mesma forma, um
projeto realizado em supervisdo a um entado aluno de Iniciacao Cientifica, Conrado
Pedebos (aluno de Mestrado na ocasidao da conclusdo da presente Tese), também
foi concluido (trabalho 1I). O protocolo para simulacdo de glicoproteinas,
desenvolvido durante meu periodo como aluno de Mestrado, empregado para AT e
trombina na presente Tese, foi aplicado a outras glicoproteinas (trabalhos Il, IV e V),
incluindo um projeto (trabalho VI) em colaboragdo com o grupo do Prof. Jose Manuel
Estevez (Instituto de Fisiologia, Biologia Molecular y Neurociéncias — CONICET,
Universidad de Buenos Aires, Argentina). Adicionalmente, outros trés projetos foram
concluidos, na linha de polissacarideos sulfatados, em colaboragéo (trabalho VII)
com o grupo da Prof. Marina Ciancia (Departamento de Quimica Organica, Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Argentina) e em
colaboracéao (trabalhos VIII e IX) com o grupo da Prof. Helena Nader (Departamento
de Bioquimica, Universidade Federal de Sao Paulo, Escola Paulista de Medicina,
Brasil). Destes resultados, surgiram trabalhos publicados, incluidos a seguir,
juntamente com os residue topology parameters (RTP) para as dezesseis
aldohexopiranoses estudadas no trabalho IV da presente Tese. Essas topologias
seguem a estrutura geral do campo de forca GROMOS 53A6, com trés potenciais de
torcao adicionais, a serem adicionados no arquivo de individual topology parameters
(ITP) de ligagbes covalentes (ffbonded.itp), conforme segue:

#define gd_42 180.000 6.66 1
; pardmetro em substituicdo ao gd_3
; em residuos de Gal, Gul, Ido e Tal

#define gd_43 0000 58 1
parédmetro em substituicdo ao gd_17
; de diedros C — C — C — O em carboidratos

#define gd_44 0.000  7.67 3
parédmetro em substituicdo ao gd_17
; de diedros C — C — C — O em carboidratos
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9.1 Trabalho I

Carbohyadr. Res., 2010, 345, 1922-1931

Solution conformation and dynamics of exopolysaccharides from
Burkholderia species

Laercio Pol-Fachin, Rodrigo Vassoler Serrato, Hugo Verli

RESUMO

Exopolysaccharides (EPSs) from Burkholderia genus are proposed to be
involved in pathological conditions in humans, as cystic fibrosis and septicemia, as
well as in the stability of soil aggregates. Hence, considering that the conformational
and dynamical aspects of such EPSs may influence their biological activity, the
current work employs a series of molecular dynamics simulations on di-, oligo- and
polysaccharide fragments of three EPSs, from B. caribensis, B. cepacia, and B.
pseudomallei, with previously determined NOE data, in order obtain a conformational
description of such EPSs at the atomic level. As the obtained results show good
agreement with the experimental data, pointing to the adequacy of the employed
methodology to accurately describe the dynamics of polysaccharides, the strategy
was also employed to predict the conformational behavior of an additional compound,
from B. tropica, for which NOE signals are not available. Taking into account the
potential importance of EPSs on the interaction of Burkholderia bacteria with distinct
environments, it may be expected that a greater understanding of their structural
aspects may contribute to controlling their pathological roles and potential agricultural

applications.
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9.2 Trabalho II

J. Nat. Prod., 2012, 75, 1196-1200

Unrestrained conformational characterization of Stenocereus eruca
saponins in aqueous and nonaqueous solvents

Conrado Pedebos, Laércio Pol-Fachin, Hugo Verli

RESUMO

Saponins are secondary metabolites that have a plethora of biological activities.
However, the absence of knowledge of their 3D structures is a major drawback for
structural-based strategies in medicinal chemistry. To address this problem, the
current work presents structural models of Stenocereus eruca saponins, named
erucasaponin A and stellatoside B. These compounds were constructed on the basis
of a combination of unrestrained molecular dynamics (MD) simulations and NOESY
data, in both pyridine and water. The models obtained in this way offer a robust
description of the saponin dynamics in solution and support the use of
submicrosecond MD simulations in describing and predicting glycoconjugate

conformations.
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9.3 Trabalho III

Glycobiology, 2012, 22, 817-825

Structural glycobiology of the major allergen of Artemisia vulgaris
pollen, Art v 1: O-glycosylation influence on the protein dynamics
and allergenicity

Laércio Pol-Fachin, Hugo Verli

RESUMO

Art v 1 is the major allergen of mugwort (Artemisia vulgaris) pollen. It is formed
by an N-terminal globular defensin-like part and a C-terminal proline-rich domain. As
the structure and dynamics of Art v 1 have been mostly described for its
recombinant, non-glycosylated form, which does not occur in normal plant
physiology, the present work intends to obtain a 3D model for Art v 1 native O-
glycosylation structure and evaluate the influence of such glycans over the protein
dynamics and allergenicity through molecular dynamics simulations in triplicates.
Structural insights into the mutual recognition of Art v 1 protein and carbohydrate
moieties recognition by antibodies were obtained, in which glycan chains remained
close to the previously identified epitopes in the defensin-like domain, thus pointing to
potential interferences with antibodies recognition. To our knowledge, this is the first
structural report of an entire furanose-containing glycoprotein. As well, together to the
previously determined NMR structures, the obtained results contribute in the
comprehension of the effect of glycosylation over both proline-rich and defensin-like

domains, providing an atomic representation of such alterations.
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9.4 Trabalho IV

J. Biomol. Struct. Dyn., 2013, accepted, doi: 10.1080/07391102.2013.780982

Effects of glycosylation and pH conditions in the dynamics of
human arylsulfatase A

Madza Yasodara Farias Virgens, Laércio Pol-Fachin, Hugo Verli, Maria Luiza

Saraiva-Pereira

RESUMO

Arylsulfatase A (ARSA) is a lysosomal sulfatase that catalyzes the hydrolysis of
cerebroside sulfate. Its deficiency results in Metachromatic Leukodystrophy, whereas
a minor condition called ARSA pseudodeficiency occurs in healthy individuals, which
has been associated with the substitution of the glycosylated Asn350 by a Ser. In the
present work, we have investigated ARSA dynamics employing molecular dynamics
simulations in response to (1) different pH’s, as it has been recently identified in
cytoplasmatic medium, and (2) glycan occupancies, including its normal glycosylation
state, presenting three high mannose-type oligosaccharides. Accordingly, four
systems were studied considering ARSA under different conditions: (1) non-
glycosylated at pH~7 (ARSApH7); (2) non-glycosylated at pH~5 (ARSAums); (3) triple
glycosylated at pH~5 (ARSAgycphs); and (4) ARSA-N350S mutant at pH~5
(ARSANss0s pHs). Lowering pH and increasing glycosylation was found to reduce the
flexibility of the enzyme. In addition, at acidic pH, the glycosylated system presented
a higher secondary conformational stability when compared to its non-glycosylated
counterpart, supporting experimental findings on triple glycosylation as the essential
state of ARSA. The N350S mutant exhibited a consistent degree of unfolding, which
may be related to its in vitro reduced activity. Finally, the obtained data are discussed
in the search for structural evidences able to contribute to the understanding of
biological activity of ARSA and molecular etiology of ARSA pseudodeficiency, as
determined by ARSA-N350S in absence of polyadenilation defect
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9.5 Trabalho V

In “Strategies for the Determination of Carbohydrates Structure and Conformation’,
2010, Hugo Verli (editor), Kerala: Transworld Research Network, 103-131

Molecular modeling on the characterization of glycoproteins

conformation

Laércio Pol-Fachin, Hugo Verli

RESUMO

Glycosylation is one of the most frequent and variable modification of proteins,
which can occur from eubacteria to eukaryotes, depending on specific consensus
sequences and cellular factors. It has been proposed that more than half of the
known proteins can be potentially glycosylated, while their added glycans greatly
vary in terms of size and composition. Furthermore, such carbohydrate moieties can
be attached to proteins through several amino acid residues, as well as involving
several different monosaccharides. The most useful methods to assess glycoproteins
structure and conformation are NMR spectroscopy and X-ray crystallography, both
presenting advantages and limitations. In this context, molecular modeling
techniques emerge as complementary methodologies to help explaining
experimentally observed properties, as well as to predict unknown features of the
studied systems. In this review, we bring together some of the main molecular
modeling efforts and results to the comprehension of glycoproteins conformation and
structural organization. Among such topics, there are included force field parameters
for MD simulations, databases of oligosaccharide structures and web-based tools for
constructing three-dimensional glycoproteins, as well as aspects of protein-
carbohydrate glycosidic linkages, glycans conformation and effects of glycosylation
over protein structure, obtained, mainly, by quantum or molecular mechanics
calculations. As a general feature, several aspects of the conformation and function
of glycoproteins achievable by such methods are in accordance to previous
experimental data, which reinforce their consistency. However, a lot still remains to
be done, especially due to the vast amount of glycoproteins not yet studied, as well
as the unknown roles of its carbohydrate moieties in biological phenomena.
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9.6 Trabalho VI

Science, 2011, 332, 1401-1403

O-Glycosylated Cell Wall Proteins Are Essential in Root Hair Growth

Silvia M. Velasquez, Martiniano M. Ricardi, Javier Gloazzo Dorosz, Paula V.
Fernandez, Alejandro D. Nadra, Laércio Pol-Fachin, Jack Egelund, Sascha Gille,
Jesper Harholt, Marina Ciancia, Hugo Verli, Markus Pauly, Antony Bacic, Carl Erik
Olsen, Peter Ulvskov, Bent Larsen Petersen, Chris Somerville, Norberto D. lusem,

Jose M. Estevez

RESUMO

Root hairs are single cells that develop by tip growth and are specialized in the
absorption of nutrients. Their cell walls are composed of polysaccharides and
hydroxyproline-rich glycoproteins (HRGPs) that include extensins (EXTs) and
arabinogalactan-proteins (AGPs). Proline hydroxylation, an early posttranslational
modification of HRGPs that is catalyzed by prolyl 4-hydroxylases (P4Hs), defines the
subsequent O-glycosylation sites in EXTs (which are mainly arabinosylated) and
AGPs (which are mainly arabinogalactosylated). We explored the biological function
of P4Hs, arabinosyliransferases, and EXTs in root hair cell growth. Biochemical
inhibition or genetic disruption resulted in the blockage of polarized growth in root
hairs and reduced arabinosylation of EXTs. Our results demonstrate that correct O-
glycosylation on EXTs is essential for cell-wall self-assembly and, hence, root hair

elongation in Arabidopsis thaliana.
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9.7 Trabalho VII

J. Biol. Chem., 2013, 288, 223-233

Anticoagulant activity of a unique sulfated pyranosic (1—3)-B-L-
arabinan through direct interaction with thrombin

Paula V. Fernandez, Irene Quintana, Alberto S. Cerezo, Julio J. Caramelo, Laércio

Pol-Fachin, Hugo Verli, José M. Estevez, Marina Ciancia

RESUMO

A highly sulfated 3-linked B-arabinan (Ab1) with arabinose in the pyranose form
was obtained from green seaweed C. vermilara (Bryopsidales). It comprised major
amounts of units sulfated on C-2 and C-4, and constitutes the first polysaccharide of
this type isolated in the pure form and fully characterized. Ab1 showed anticoagulant
activity by global coagulation tests. Less sulfated arabinans obtained from the same
seaweed, have less or no activity. Ab1 exerts its activity through direct and indirect
(antithrombin- and heparin cofactor Il-mediated) inhibition of thrombin. Direct
thrombin inhibition was studied in detail. By native PAGE it was possible to detect
formation of a complex between Ab1 and human thrombin (HT). Ab1 binding to HT
was measured by fluorescence spectroscopy. CD spectra of the Ab1-complex
suggested that ligand binding induced a small conformational change on HT. Ab1-
thrombin interactions were studied by molecular dynamic simulations using the
persulfated octasaccharide as model compound. Most carbohydrate-protein contacts
would occur by interaction of sulfate groups with basic amino acid residues in the
surface of the enzyme, being more than 60% of them performed by the exosite 2-
composing residues. In these interactions the sulfate groups on C-2 showed to
interact more intensely with thrombin structure. In contrast, the disulfated
oligosaccharide does not promote major conformational modifications at the catalytic
site when complexed to exosite 1. These results show that this novel pyranosic
sulfated arabinan Ab1 exerts its anticoagulant activity by a mechanism different to

those found previously for other sulfated polysaccharides and glycosaminoglycans.
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9.8 Trabalho VIII

PLoS ONE, 2013, 8, e70880

Insights into the N-Sulfation mechanism: molecular dynamics
simulations of the N-sulfotransferase domain of Ndst1 and mutants

Tarsis F. Gesteira, Laércio Pol-Fachin, Vivien Jane Coulson-Thomas, Marcelo A.

Lima, Hugo Verli, Helena B. Nader

RESUMO

Sulfation patterns along glycosaminoglycan (GAG) chains dictate their
functional role. The N-deacetylase N-sulfotransferase family (NDST) catalyzes the
initial downstream modification of heparan sulfate and heparin chains by removing
acetyl groups from subsets of N-acetylglucosamine units and, subsequently, sulfating
the residual free amino groups. These enzymes transfer the sulfuryl group from 3'-
phosphoadenosine-5'-phosphosulfate (PAPS), yielding sulfated sugar chains and 3'-
phosphoadenosine-5'-phosphate (PAP). For the N-sulfotransferase domain of
NDST1, Lys833 has been implicated to play a role in holding the substrate glycan
moiety close to the PAPS cofactor. Additionally, Lys833 together with His716 interact
with the sulfonate group, stabilizing the transition state. Such a role seems to be
shared by Lys614 through donation of a proton to the bridging oxygen of the cofactor,
thereby acting as a catalytic acid. However, the relevance of these boundary
residues at the hydrophobic cleft is still unclear. Moreover, whether Lys833, His716
and Lys614 play a role in both glycan recognition and glycan sulfation remains
elusive. In this study we evaluate the contribution of NDST mutants (Lys833, His716
and Lys614) to dynamical effects during sulfate transfer using comprehensive
combined docking and essential dynamics. In addition, the binding location of the
glycan moiety, PAPS and PAP within the active site of NDST1 throughout the sulfate
transfer were determined by intermediate state analysis. Furthermore, NDST1
mutants unveiled Lys833 as vital for both the glycan binding and subsequent N-
sulfotransferase activity of NDST1.
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9.9 Trabalho IX

Molecular BioSystems, 2014, 10, 54-64

On the catalytic mechanism of polysaccharide lyases: evidence of
His and Tyr involvement in heparin lysis by heparinase | and the
role of Ca**

Carolina R. Cordula, Marcelo A. Lima, Samuel K. Shinjo, Tarsis F. Gesteira, Laércio
Pol-Fachin, Vivien J. Coulson-Thomas, Hugo Verli, Edwin A. Yates, Timothy R.
Rudd, Maria A. S. Pinhal, Leny Toma, Carl P. Dietrich, Helena B. Nader, Ivarne L. S.

Tersariol

RESUMO

The structurally diverse polysaccharide lyase enzymes are distributed from
plants to animals but share common catalytic mechanisms. One, heparinase | (F.
heparinum), is employed in the production of the major anticoagulant drug, low
molecular weight heparin, and is a mainstay of cell surface proteoglycan analysis.
We demonstrate that heparinase | specificity and efficiency depend on the cationic
form of the substrate. Ca**~heparin, in which a-L-iduronate-2-O-sulfate residues
adopt 'Cs; conformation preferentially, is a substrate, while Na+—heparin is an
inhibitor. His and Tyr residues are identified in the catalytic step and a model based
on molecular dynamics and docking is proposed, in which deprotonated His203
initiates B-elimination by abstracting the C5 proton of the a-L-iduonate-2-O-sulfate
residue in the substrate, and protonated Tyr357 provides the donor to the

hexosamine leaving group.



9.10 Topologias para carboidratos - GROMOS 53A6GLYC

[ALLA]

[ atoms ]

C4 CH1
04 OA
HO4 H
C3 CH1
03 OA
HO3 H
C2 CH1
02 OA
HO2 H
C6 CH2
06 OA
HO6 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
Ol OA
HO1 H
[ bonds ]

C4 04
04 HO4
C4 C3
C4 C5
C3 03
C3 C2
03 HO3
C2 02
Cc2 cC1
02 HO2
C6é 06
C6 C5
06 HO6
C5 O5
05 C1
Ci1 O1
01 HO1
[ angles]
HO4 04
04 C4
04 C4
C3 C4
C4 C3
C4 C3
03 C3
C3 03
C3 C2
C3 cC2
02 C2
C2 02
06 C6

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.53800
0.41000

#hbbhwwle\)NHHpooo

gb_20
gh 1
gb_26
gb_26
gb_20
gb 26
gh 1
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb 26
gb_ 1
gb_20
gb_20
gb_20
gh 1

C4 ga 12
C3 ga9
C5 ga9
C5 g¢ga38
03 ga 9
C2 ga 8
C2 ga9
HO3 ga 12
02 ga 9
Cl ga 8
Cl ga9
HO2 ga 12
C5 ga9

a-Allose

C6
C4
C4
C6
C5
c2
Cc2
05
C1

06 HOG6

C5
C5
C5
05
C1
C1
C1

01 HO1

C6
05
05
C1
05
01
o1

[ impropers ]
C4 C6 O5
C4 03 cC2
C5 04 C3
Cl C3 02
Cl O5 01

[ dihedrals ]
HO4 04 C4

04
04
04
C5
C5
C5
04
04
C3
C3
C3
Cc2
C4
C4
C4
03
03
03
C1
C3
C3
C3
C3
02
C5
06
06
C4
C5
05
05

C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C3
c2
C2
C2
C2
c2
c2
C6
C6
C6
C5
05
C1
C1

C3
C3
C3
C3
C3
C3
C5
C5
C5
C5
C5
03
Cc2
Cc2
Cc2
C2
C2
c2
02
C1
C1
C1
C1
C1
06
C5
C5
05
C1
o1
o1

[ exclusions ]

HO1 O5

ga_ 12
ga 8
ga 9
ga 9
ga_10
ga 9
ga 9
ga 9
ga_12
C5 g2
C3 g2
C4 g2
C2 g2
C2 g2
C3 gd_30
O3 gd_18
C2 gd_43
C2 gd 44
03 gd_43
03 gd_44
C2 gd 34
C6 gd_43
C6 gd 44
C6 gd_34
O5 gd_43
O5 gd_44
HO3 gd_30
02 gd_43
02 gd 44
Cl gd 34
02 gd_18
Cl gd_43
Cl gd_44
HO2 gd_30
O5 gd_43
O5 gd_44
01 gd_43
Ol gd_44
01 gd 18
HO6 gd_30
O5 gd_5
O5 gd_37
Cl gd_29
C2 gd_29
HO1 gd_6
HO1 gd_28
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[ALLB ]
[ atoms ]
C4 CH1
04 OA
HO4 H
C3 CH1
03 OA
HO3 H
C2 CH1
02 OA
HO2 H
C6 CH2
06 OA
HO6 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
01 OA
HO1 H
[ bonds ]
C4 04
04 HO4
C4 C3
C4 C5
C3 03
C3 cC2
03 HO3
Cc2 02
c2 cC1
02 HO2
C6 06
C6 C5
06 HO6
C5 05
05 C1
Cl1 o1
01 HO1
[angles ]
HO4 O4
04 C4
04 C4
C3 C4
C4 C3
C4 C3
03 C3
C3 03
C3 cC2
C3 C2
02 cC2
c2 02
06 C6

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.53800
0.41000

#bhhbwwwl\)l\)ml—‘ldpooo

gb_20
gb_ 1
gb 26
gb 26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb 1
gb_20
gb_26
gh 1
gb_20
gb_20
gb_20
gb_ 1

C4 ga 12
C3 ga9
C5 ga9
C5 ga 8
03 ga 9
C2 ga38
C2 ga9
HO3 ga 12
02 ga 9
Cl ga38
Cl ga9
HO2 ga 12
C5 ga9

B-Allose

C6
C4
C4
C6
C5
Cc2
c2
05
C1

06 HO6

C5
C5
C5
o5
C1
C1
C1

01 HO1

C6
05
05
C1
05
O1
o1

[ impropers ]

C4 C6 O5
C4 O3 C2
C5 04 C3
Cl C3 02
C2 05 01

[ dihedrals ]
HO4 04 C4

04
04
04
C5
C5
C5
04
04
C3
C3
C3
Cc2
C4
C4
C4
03
03
03
C1
C3
C3
C3
C3
02
C5
06
06
C4
C5
05
05

C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C2
c2
c2
C2
C2
Cc2
C6
C6
C6
C5
05
C1
C1

C3
C3
C3
C3
C3
C3
C5
C5
C5
C5
C5
03
Cc2
Cc2
Cc2
Cc2
C2
C2
02
C1
C1
C1
C1
C1
06
C5
C5
05
C1
o1
o1

[ exclusions ]

HO1 O5

ga_12
ga 8

ga 9

ga 9

ga_10

ga 9

ga 9

ga 9

ga_ 12

C5 giz2
C3 gi2
C4 g 2
C2 gi2
Cl giz2
C3 gd_30
O3 gd_18
C2 gd_43
C2 gd 44
03 gd 43
O3 gd 44
C2 gd 34
C6 gd_43
C6 gd 44
C6 gd 34
O5 gd 43
O5 gd_ 44
HO3 gd_30
02 gd 43
02 gd 44
Cl gd 34
02 gd_18
Cl gd 43
Cl gd 44
HO2 gd_30
O5 gd 43
O5 gd_ 44
01 gd 43
01 gd 44
01 gd 18
HO6 gd_30
O5 gd 5
O5 gd 37
Cl gd_ 29
C2 gd_29
HO1 gd 2
HO1 gd_32

131



[ALTA]
[ atoms ]
C4 CH1
04 OA
HO4 H
C3 CH1
03 OA
HO3 H
C2 CH1
02 OA
HO2 H
C6 CH2
06 OA
HO6 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
01 OA
HO1 H
[ bonds ]
C4 04
04 HO4
C4 C3
C4 C5
C3 03
C3 cC2
03 HO3
Cc2 02
c2 cC1
02 HO2
C6 06
C6 C5
06 HO6
C5 05
05 C1
Cl1 o1
01 HO1
[angles ]
HO4 O4
04 C4
04 C4
C3 C4
C4 C3
C4 C3
03 C3
C3 03
C3 cC2
C3 C2
02 cC2
c2 02
06 C6

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.53800
0.41000

#bhhbwwwl\)l\)ml—‘ldpooo

gb_20
gb_ 1
gb 26
gb 26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb 1
gb_20
gb_26
gh 1
gb_20
gb_20
gb_20
gb_ 1

C4 ga 12
C3 ga9
C5 ga9
C5 ga 8
03 ga 9
C2 ga38
C2 ga9
HO3 ga 12
02 ga 9
Cl ga38
Cl ga9
HO2 ga 12
C5 ga9

a-Altrose

C6
C4
C4
C6
C5
Cc2
c2
05
C1

06 HO6

C5
C5
C5
o5
C1
C1
C1

01 HO1

C6
05
05
C1
05
O1
o1

[ impropers ]

C4 C6 O5
C4 O3 C2
C5 04 C3
C2 C3 02
Cl O5 01

[ dihedrals ]
HO4 04 C4

04
04
04
C5
C5
C5
04
04
C3
C3
C3
Cc2
C4
C4
C4
03
03
03
C1
C3
C3
C3
C3
02
C5
06
06
C4
C5
05
05

C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C2
c2
c2
C2
C2
Cc2
C6
C6
C6
C5
05
C1
C1

C3
C3
C3
C3
C3
C3
C5
C5
C5
C5
C5
03
Cc2
Cc2
Cc2
Cc2
C2
C2
02
C1
C1
C1
C1
C1
06
C5
C5
05
C1
o1
o1

[ exclusions ]

HO1 O5

ga_12
ga 8

ga 9

ga 9

ga_10

ga 9

ga 9

ga 9

ga_ 12

C5 giz2
C3 gi2
C4 g 2
ClL g2
C2 giz2
C3 gd_30
O3 gd_18
C2 gd_43
C2 gd 44
03 gd 43
O3 gd 44
C2 gd 34
C6 gd_43
C6 gd 44
C6 gd 34
O5 gd 43
O5 gd_ 44
HO3 gd_30
02 gd 43
02 gd 44
Cl gd 34
02 gd_18
Cl gd 43
Cl gd 44
HO2 gd_30
O5 gd 43
O5 gd_ 44
01 gd 43
01 gd 44
01 gd 18
HO6 gd_30
O5 gd 5
O5 gd 37
Cl gd_ 29
C2 gd_29
HO1 gd 6
HO1 gd_28
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[ALTB ]
[ atoms ]
C4 CH1
04 OA
HO4 H
C3 CH1
03 OA
HO3 H
C2 CH1
02 OA
HO2 H
C6 CH2
06 OA
HO6 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
01 OA
HO1 H
[ bonds ]
C4 04
04 HO4
C4 C3
C4 C5
C3 03
C3 cC2
03 HO3
Cc2 02
c2 cC1
02 HO2
C6 06
C6 C5
06 HO6
C5 05
05 C1
Cl1 o1
01 HO1
[angles ]
HO4 O4
04 C4
04 C4
C3 C4
C4 C3
C4 C3
03 C3
C3 03
C3 cC2
C3 C2
02 cC2
c2 02
06 C6

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.53800
0.41000

#bhhbwwwl\)l\)ml—‘ldpooo

gb_20
gb_ 1
gb 26
gb 26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb 1
gb_20
gb_26
gh 1
gb_20
gb_20
gb_20
gb_ 1

C4 ga 12
C3 ga9
C5 ga9
C5 ga 8
03 ga 9
C2 ga38
C2 ga9
HO3 ga 12
02 ga 9
Cl ga38
Cl ga9
HO2 ga 12
C5 ga9

B-Altrose

C6
C4
C4
C6
C5
Cc2
c2
05
C1

06 HO6

C5
C5
C5
o5
C1
C1
C1

01 HO1

C6
05
05
C1
05
O1
o1

[ impropers ]

C4 C6 O5
C4 O3 C2
C5 04 C3
C2 C3 02
C2 05 01

[ dihedrals ]
HO4 04 C4

04
04
04
C5
C5
C5
04
04
C3
C3
C3
Cc2
C4
C4
C4
03
03
03
C1
C3
C3
C3
C3
02
C5
06
06
C4
C5
05
05

C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C2
c2
c2
C2
C2
Cc2
C6
C6
C6
C5
05
C1
C1

C3
C3
C3
C3
C3
C3
C5
C5
C5
C5
C5
03
Cc2
Cc2
Cc2
Cc2
C2
C2
02
C1
C1
C1
C1
C1
06
C5
C5
05
C1
o1
o1

[ exclusions ]

HO1 O5

ga_12
ga 8

ga 9

ga 9

ga_10

ga 9

ga 9

ga 9

ga_ 12

C5 giz2
C3 gi2
C4 g 2
ClL g2
Cl giz2
C3 gd_30
O3 gd_18
C2 gd_43
C2 gd 44
03 gd 43
O3 gd 44
C2 gd 34
C6 gd_43
C6 gd 44
C6 gd 34
O5 gd 43
O5 gd_ 44
HO3 gd_30
02 gd 43
02 gd 44
Cl gd 34
02 gd_18
Cl gd 43
Cl gd 44
HO2 gd_30
O5 gd 43
O5 gd_ 44
01 gd 43
01 gd 44
01 gd 18
HO6 gd_30
O5 gd 5
O5 gd 37
Cl gd_ 29
C2 gd_29
HO1 gd 2
HO1 gd_32
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[ GALA]
[ atoms ]
C4 CH1

04

HO4

OA
H

C3 CH1

o3

HO3

OA
H

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000

o-Galactose

C2 CH1
02 OA
HO2 H
C6 CH2
06 OA
HO6 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
01 OA
HO1 H
[ bonds ]

C4 04
04 HO4
C4 C3

C4 C5

C3 03
C3 cC2

03 HO3
C2 02
c2 c1

02 HO2
C6 06
Cé6 C5
06 HO6
C5 05
05 Ci1
Ci1 01
01 HO1
[angles ]

HO4 04
04 C4
04 C4
C3 C4
C4 C3
C4 C3
03 C3
C3 03
C3 cC2
C3 cC2
02 C2
CcC2 02
06 C6

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.53800
0.41000

#bhhbwwwl\)l\)ml—‘ldpooo

gb_20
gb_ 1
gb 26
gb 26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb 1
gb_20
gb_26
gh 1
gb_20
gb_20
gb_20
gb_ 1

C4 ga 12
C3 ga9
C5 ga9
C5 ga 8
03 ga 9
C2 ga38
C2 ga9
HO3 ga 12
02 ga 9
Cl ga38
Cl ga9
HO2 ga 12
C5 ga9

C6
C4
C4
C6
C5
Cc2
Cc2
05
C1

06 HO6

C5
C5
C5
05
C1
C1
C1

C6
05
05
C1
05
o1
o1

01 HO1

[ impropers ]

C4
C3
C4
C1
C1

C6 05
03 C2
04 C3
C3 02
05 01

[ dihedrals ]

HO4 04 C4

04
04
04
C5
C5
C5
04
04
C3
C3
C3
c2
C4
C4
C4
03
03
03
C1
C3
C3
C3
C3
02
C5
06
06
06
C4
C5
05
05

C4 C3
C4 C3
C4 C3
C4 C3
C4 C3
C4 C3
C4 C5
C4 C5
C4 C5
C4 C5
C4 C5
C3 03
C3 C2
C3 C2
C3 C2
C3 C2
C3 C2
C3 C2
Cc2 02
Cc2 C1
c2 cC1
c2 cC1
Cc2 C1
C2 C1
C6 06
Cé6 C5
Cé6 C5
C6 C5
C5 05
05 C1
Ci1 O1
Ci1 O1

[ exclusions ]
HO1l O5

ga_12
ga_8

ga 9

ga 9

ga_10

ga 9

ga 9

ga 9

ga 12

C5 giz2
C4 gi2
C5 g2
C2 gi2
C2 g2
C3 gd 30
O3 gd_18
C2 gd_43
C2 gd 44
03 gd 43
03 gd 44
C2 gd 34
C6 gd_43
C6 gd 44
C6 gd 34
O5 gd 43
O5 gd_ 44
HO3 gd_30
02 gd 43
02 gd 44
Cl gd 34
02 gd_18
Cl gd 43
Cl gd 44
HO2 gd_30
05 gd 43
O5 gd_ 44
01 gd 43
01 gd 44
01 gd 18
HO6 gd_30
C4 gd 1
O5 gd 42
O5 gd_35
Cl gd 29
C2 gd_29
HO1 gd 6
HO1 gd_28
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[ GALB ]
[ atoms ]
C4 CH1

04

HO4

OA
H

C3 CH1

o3

HO3

OA
H

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000

-Galactose

C2 CH1
02 OA
HO2 H
C6 CH2
06 OA
HO6 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
01 OA
HO1 H
[ bonds ]

C4 04
04 HO4
C4 C3

C4 C5

C3 03
C3 cC2

03 HO3
C2 02
c2 c1

02 HO2
C6 06
Cé6 C5
06 HO6
C5 05
05 Ci1
Ci1 01
01 HO1
[angles ]

HO4 04
04 C4
04 C4
C3 C4
C4 C3
C4 C3
03 C3
C3 03
C3 cC2
C3 cC2
02 C2
CcC2 02
06 C6

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.53800
0.41000

#bhhbwwwl\)l\)ml—‘ldpooo

gb_20
gb_ 1
gb 26
gb 26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb 1
gb_20
gb_26
gh 1
gb_20
gb_20
gb_20
gb_ 1

C4 ga 12
C3 ga9
C5 ga9
C5 ga 8
03 ga 9
C2 ga38
C2 ga9
HO3 ga 12
02 ga 9
Cl ga38
Cl ga9
HO2 ga 12
C5 ga9

C6
C4
C4
C6
C5
Cc2
Cc2
05
C1

06 HO6

C5
C5
C5
05
C1
C1
C1

C6
05
05
C1
05
o1
o1

01 HO1

[ impropers ]

C4
C3
C4
C1
c2

C6 05
03 C2
04 C3
C3 02
05 01

[ dihedrals ]

HO4 04 C4

04
04
04
C5
C5
C5
04
04
C3
C3
C3
c2
C4
C4
C4
03
03
03
C1
C3
C3
C3
C3
02
C5
06
06
06
C4
C5
05
05

C4 C3
C4 C3
C4 C3
C4 C3
C4 C3
C4 C3
C4 C5
C4 C5
C4 C5
C4 C5
C4 C5
C3 03
C3 C2
C3 C2
C3 C2
C3 C2
C3 C2
C3 C2
Cc2 02
Cc2 C1
c2 cC1
c2 cC1
Cc2 C1
C2 C1
C6 06
Cé6 C5
Cé6 C5
C6 C5
C5 05
05 C1
Ci1 O1
Ci1 O1

[ exclusions ]
HO1 O5

ga_12
ga_8

ga 9

ga 9

ga_10

ga 9

ga 9

ga 9

ga 12

C5 giz2
C4 gi2
C5 g2
C2 gi2
Cl g2
C3 gd 30
O3 gd_18
C2 gd_43
C2 gd 44
03 gd 43
03 gd 44
C2 gd 34
C6 gd_43
C6 gd 44
C6 gd 34
O5 gd 43
O5 gd_ 44
HO3 gd_30
02 gd 43
02 gd 44
Cl gd 34
02 gd_18
Cl gd 43
Cl gd 44
HO2 gd_30
05 gd 43
O5 gd_ 44
01 gd 43
01 gd 44
01 gd 18
HO6 gd_30
C4 gd 1
O5 gd 42
O5 gd_35
Cl gd 29
C2 gd_29
HOl1 gd 2
HO1 gd_32
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[GLCA]
[ atoms ]
C4 CH1
04 OA
HO4 H
C3 CH1
03 OA
HO3 H
C2 CH1
02 OA
HO2 H
C6 CH2
06 OA
HO6 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
01 OA
HO1 H
[ bonds ]
C4 04
04 HO4
C4 C3
C4 C5
C3 03
C3 cC2
03 HO3
Cc2 02
c2 cC1
02 HO2
C6 06
C6 C5
06 HO6
C5 05
05 C1
Cl1 o1
01 HO1
[angles ]
HO4 O4
04 C4
04 C4
C3 C4
C4 C3
C4 C3
03 C3
C3 03
C3 cC2
C3 C2
02 cC2
c2 02
06 C6

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.53800
0.41000

#bhhbwwwl\)l\)ml—‘ldpooo

gb_20
gb_ 1
gb 26
gb 26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb 1
gb_20
gb_26
gh 1
gb_20
gb_20
gb_20
gb_ 1

C4 ga 12
C3 ga9
C5 ga9
C5 ga 8
03 ga 9
C2 ga38
C2 ga9
HO3 ga 12
02 ga 9
Cl ga38
Cl ga9
HO2 ga 12
C5 ga9

a-Glicose

C6
C4
C4
C6
C5
Cc2
c2
05
C1

06 HO6

C5
C5
C5
o5
C1
C1
C1

01 HO1

C6
05
05
C1
05
O1
o1

[ impropers ]

C4 C6 O5
C3 03 cC2
C5 04 C3
Cl C3 02
Cl O5 01

[ dihedrals ]
HO4 04 C4

04
04
04
C5
C5
C5
04
04
C3
C3
C3
Cc2
C4
C4
C4
03
03
03
C1
C3
C3
C3
C3
02
C5
06
06
C4
C5
05
05

C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C2
c2
c2
C2
C2
Cc2
C6
C6
C6
C5
05
C1
C1

C3
C3
C3
C3
C3
C3
C5
C5
C5
C5
C5
03
Cc2
Cc2
Cc2
Cc2
C2
C2
02
C1
C1
C1
C1
C1
06
C5
C5
05
C1
o1
o1

[ exclusions ]

HO1 O5

ga_12
ga 8

ga 9

ga 9

ga_10

ga 9

ga 9

ga 9

ga_ 12

C5 giz2
C4 g 2
C4 g 2
C2 gi2
C2 giz2
C3 gd_30
O3 gd_18
C2 gd_43
C2 gd 44
03 gd 43
O3 gd 44
C2 gd 34
C6 gd_43
C6 gd 44
C6 gd 34
O5 gd 43
O5 gd_ 44
HO3 gd_30
02 gd 43
02 gd 44
Cl gd 34
02 gd_18
Cl gd 43
Cl gd 44
HO2 gd_30
O5 gd 43
O5 gd_ 44
01 gd 43
01 gd 44
01 gd 18
HO6 gd_30
O5 gd 5
O5 gd 37
Cl gd_ 29
C2 gd_29
HO1 gd 6
HO1 gd_28
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[GLCB]
[ atoms ]
C4 CH1
04 OA
HO4 H
C3 CH1
03 OA
HO3 H
C2 CH1
02 OA
HO2 H
C6 CH2
06 OA
HO6 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
01 OA
HO1 H
[ bonds ]
C4 04
04 HO4
C4 C3
C4 C5
C3 03
C3 cC2
03 HO3
Cc2 02
c2 cC1
02 HO2
C6 06
C6 C5
06 HO6
C5 05
05 C1
Cl1 o1
01 HO1
[angles ]
HO4 O4
04 C4
04 C4
C3 C4
C4 C3
C4 C3
03 C3
C3 03
C3 cC2
C3 C2
02 cC2
c2 02
06 C6

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.53800
0.41000

#bhhbwwwl\)l\)ml—‘ldpooo

gb_20
gb_ 1
gb 26
gb 26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb 1
gb_20
gb_26
gh 1
gb_20
gb_20
gb_20
gb_ 1

C4 ga 12
C3 ga9
C5 ga9
C5 ga 8
03 ga 9
C2 ga38
C2 ga9
HO3 ga 12
02 ga 9
Cl ga38
Cl ga9
HO2 ga 12
C5 ga9

B-Glicose

C6
C4
C4
C6
C5
Cc2
c2
05
C1

06 HO6

C5
C5
C5
o5
C1
C1
C1

01 HO1

C6
05
05
C1
05
O1
o1

[ impropers ]

C4 C6 O5
C3 03 cC2
C5 04 C3
Cl C3 02
C2 05 01

[ dihedrals ]
HO4 04 C4

04
04
04
C5
C5
C5
04
04
C3
C3
C3
Cc2
C4
C4
C4
03
03
03
C1
C3
C3
C3
C3
02
C5
06
06
C4
C5
05
05

C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C2
c2
c2
C2
C2
Cc2
C6
C6
C6
C5
05
C1
C1

C3
C3
C3
C3
C3
C3
C5
C5
C5
C5
C5
03
Cc2
Cc2
Cc2
Cc2
C2
C2
02
C1
C1
C1
C1
C1
06
C5
C5
05
C1
o1
o1

[ exclusions ]

HO1 O5

ga_12
ga 8

ga 9

ga 9

ga_10

ga 9

ga 9

ga 9

ga_ 12

C5 giz2
C4 g 2
C4 g 2
C2 gi2
Cl giz2
C3 gd_30
O3 gd_18
C2 gd_43
C2 gd 44
03 gd 43
O3 gd 44
C2 gd 34
C6 gd_43
C6 gd 44
C6 gd 34
O5 gd 43
O5 gd_ 44
HO3 gd_30
02 gd 43
02 gd 44
Cl gd 34
02 gd_18
Cl gd 43
Cl gd 44
HO2 gd_30
O5 gd 43
O5 gd_ 44
01 gd 43
01 gd 44
01 gd 18
HO6 gd_30
O5 gd 5
O5 gd 37
Cl gd_ 29
C2 gd_29
HO1 gd 2
HO1 gd_32
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[GULA]
[ atoms ]
C4 CH1

04

HO4

OA
H

C3 CH1

o3

HO3

OA
H

C2 CH1

02

HO2

OA
H

C6 CH2

06

HO6

OA
H

C5 CH1

05

OA

Cl CH1

o1

HO1

OA
H

[ bonds ]

C4
04
C4
C4
C3
C3
o3
Cc2
Cc2
02
C6
C6
06
C5
o5
C1
o1

04
HOA4
C3
C5
03
Cc2
HO3
02
C1
HO2
06
C5
HO6
05
C1
01
HO1

[angles ]
HO4 04

04
04
C3
C4
C4
o3
C3
C3
C3
02
C2
06

C4
C4
C4
C3
C3
C3
03
Cc2
Cc2
Cc2
02
C6

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.53800
0.41000

#bhhbwwwl\)l\)ml—‘ldpooo

gb_20
gb_ 1
gb 26
gb 26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb 1
gb_20
gb_26
gh 1
gb_20
gb_20
gb_20
gb_ 1

C4
C3
C5
C5
03
Cc2
Cc2

HO3
02
C1
C1

HO2
C5

ga 12
ga 9
ga 9
ga_8
ga 9
ga 8
ga 9

ga 12
ga 9
ga 8
ga 9

ga_ 12
ga 9

a-Gulose

C6
C4
C4
C6
C5
Cc2
Cc2
05
C1

06 HO6

C5
C5
C5
05
C1
C1
C1

01 HO1

C6
05
05
C1
05
o1
o1

[ impropers ]

C4
C4
C4
C1
C1

[ dihedrals ]
HO4 04 C4

04
04
04
C5
C5
C5
04
04
C3
C3
C3
c2
C4
C4
C4
03
03
03
C1
C3
C3
C3
C3
02
C5
06
06
06
C4
C5
05
05

C6
o3
04
C3
05

C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C2
C2
c2
c2
C2
Cc2
C6
C6
C6
C6
C5
05
C1
C1

05
Cc2
C3
02
o1

C3
C3
C3
C3
C3
C3
C5
C5
C5
C5
C5
03
Cc2
Cc2
Cc2
c2
Cc2
C2
02
C1
C1
C1
C1
C1
06
C5
C5
C5
05
C1
o1
o1

[ exclusions ]

HO1 O5

ga_12
ga_8
ga 9
ga 9
ga_10
ga 9
ga 9
ga 9
ga 12
C5 giz2
C3 giz2
C5 g2
C2 gi2
C2 g2
C3 gd 30
O3 gd_18
C2 gd_43
C2 gd 44
03 gd 43
03 gd 44
C2 gd 34
C6 gd_43
C6 gd 44
C6 gd 34
O5 gd 43
O5 gd_ 44
HO3 gd_30
02 gd 43
02 gd 44
Cl gd 34
02 gd_18
Cl gd 43
Cl gd 44
HO2 gd_30
05 gd 43
O5 gd_ 44
01 gd 43
01 gd 44
01 gd 18
HO6 gd_30
C4 gd 1
O5 gd 42
O5 gd_35
Cl gd 29
C2 gd_29
HO1 gd 6
HO1 gd_28
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[GULB]
[ atoms ]
C4 CH1

04

HO4

OA
H

C3 CH1

o3

HO3

OA
H

C2 CH1

02

HO2

OA
H

C6 CH2

06

HO6

OA
H

C5 CH1

05

OA

Cl CH1

o1

HO1

OA
H

[ bonds ]

C4
04
C4
C4
C3
C3
o3
Cc2
Cc2
02
C6
C6
06
C5
o5
C1
o1

04
HOA4
C3
C5
03
Cc2
HO3
02
C1
HO2
06
C5
HO6
05
C1
01
HO1

[angles ]
HO4 04

04
04
C3
C4
C4
o3
C3
C3
C3
02
C2
06

C4
C4
C4
C3
C3
C3
03
Cc2
Cc2
Cc2
02
C6

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.53800
0.41000

#bhhbwwwl\)l\)ml—‘ldpooo

gb_20
gb_ 1
gb 26
gb 26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb 1
gb_20
gb_26
gh 1
gb_20
gb_20
gb_20
gb_ 1

C4
C3
C5
C5
03
Cc2
Cc2

HO3
02
C1
C1

HO2
C5

ga 12
ga 9
ga 9
ga_8
ga 9
ga 8
ga 9

ga 12
ga 9
ga 8
ga 9

ga_ 12
ga 9

B-Gulose

C6
C4
C4
C6
C5
Cc2
Cc2
05
C1

06 HO6

C5
C5
C5
05
C1
C1
C1

01 HO1

C6
05
05
C1
05
o1
o1

[ impropers ]

C4
C4
C4
C1
c2

[ dihedrals ]
HO4 04 C4

04
04
04
C5
C5
C5
04
04
C3
C3
C3
c2
C4
C4
C4
03
03
03
C1
C3
C3
C3
C3
02
C5
06
06
06
C4
C5
05
05

C6
o3
04
C3
05

C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C2
C2
c2
c2
C2
Cc2
C6
C6
C6
C6
C5
05
C1
C1

05
Cc2
C3
02
o1

C3
C3
C3
C3
C3
C3
C5
C5
C5
C5
C5
03
Cc2
Cc2
Cc2
c2
Cc2
C2
02
C1
C1
C1
C1
C1
06
C5
C5
C5
05
C1
o1
o1

[ exclusions ]

HO1 O5

ga_12
ga_8
ga 9
ga 9
ga_10
ga 9
ga 9
ga 9
ga 12
C5 giz2
C3 giz2
C5 g2
C2 gi2
Cl g2
C3 gd 30
O3 gd_18
C2 gd_43
C2 gd 44
03 gd 43
03 gd 44
C2 gd 34
C6 gd_43
C6 gd 44
C6 gd 34
O5 gd 43
O5 gd_ 44
HO3 gd_30
02 gd 43
02 gd 44
Cl gd 34
02 gd_18
Cl gd 43
Cl gd 44
HO2 gd_30
05 gd 43
O5 gd_ 44
01 gd 43
01 gd 44
01 gd 18
HO6 gd_30
C4 gd 1
O5 gd 42
O5 gd_35
Cl gd 29
C2 gd_29
HOl1 gd 2
HO1 gd_32
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[IDOA]
[ atoms ]
C4 CH1

04

HO4

OA
H

C3 CH1

o3

HO3

OA
H

C2 CH1

02

HO2

OA
H

C6 CH2

06

HO6

OA
H

C5 CH1

05

OA

Cl CH1

o1

HO1

OA
H

[ bonds ]

C4
04
C4
C4
C3
C3
o3
Cc2
Cc2
02
C6
C6
06
C5
o5
C1
o1

04
HOA4
C3
C5
03
Cc2
HO3
02
C1
HO2
06
C5
HO6
05
C1
01
HO1

[angles ]
HO4 04

04
04
C3
C4
C4
o3
C3
C3
C3
02
C2
06

C4
C4
C4
C3
C3
C3
03
Cc2
Cc2
Cc2
02
C6

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.53800
0.41000

#bhhbwwwl\)l\)ml—‘ldpooo

gb_20
gb_ 1
gb 26
gb 26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb 1
gb_20
gb_26
gh 1
gb_20
gb_20
gb_20
gb_ 1

C4
C3
C5
C5
03
Cc2
Cc2

HO3
02
C1
C1

HO2
C5

ga 12
ga 9
ga 9
ga_8
ga 9
ga 8
ga 9

ga 12
ga 9
ga 8
ga 9

ga_ 12
ga 9

o-ldose

C6
C4
C4
C6
C5
Cc2
Cc2
05
C1

06 HO6

C5
C5
C5
05
C1
C1
C1

01 HO1

C6
05
05
C1
05
o1
o1

[ impropers ]

C4
C4
C4
c2
C1

[ dihedrals ]
HO4 04 C4

04
04
04
C5
C5
C5
04
04
C3
C3
C3
c2
C4
C4
C4
03
03
03
C1
C3
C3
C3
C3
02
C5
06
06
06
C4
C5
05
05

C6
o3
04
C3
05

C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C2
C2
c2
c2
C2
Cc2
C6
C6
C6
C6
C5
05
C1
C1

05
Cc2
C3
02
o1

C3
C3
C3
C3
C3
C3
C5
C5
C5
C5
C5
03
Cc2
Cc2
Cc2
c2
Cc2
C2
02
C1
C1
C1
C1
C1
06
C5
C5
C5
05
C1
o1
o1

[ exclusions ]

HO1l O5

ga_12
ga_8
ga 9
ga 9
ga_10
ga 9
ga 9
ga 9
ga 12
C5 giz2
C3 giz2
C5 g2
ClL g2
C2 g2
C3 gd 30
O3 gd_18
C2 gd_43
C2 gd 44
03 gd 43
03 gd 44
C2 gd 34
C6 gd_43
C6 gd 44
C6 gd 34
O5 gd 43
O5 gd_ 44
HO3 gd_30
02 gd 43
02 gd 44
Cl gd 34
02 gd_18
Cl gd 43
Cl gd 44
HO2 gd_30
05 gd 43
O5 gd_ 44
01 gd 43
01 gd 44
01 gd 18
HO6 gd_30
C4 gd 1
O5 gd 42
O5 gd 35
Cl gd_ 29
C2 gd_29
HO1 gd 6
HO1 gd_28
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[IDOB ]
[ atoms ]
C4 CH1

04

HO4

OA
H

C3 CH1

o3

HO3

OA
H

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000

C2 CH1
02 OA
HO2 H
C6 CH2
06 OA
HO6 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
01 OA
HO1 H
[ bonds ]

C4 04
04 HO4
C4 C3

C4 C5

C3 03
C3 cC2

03 HO3
C2 02
c2 c1

02 HO2
C6 06
Cé6 C5
06 HO6
C5 05
05 Ci1
Ci1 01
01 HO1
[angles ]

HO4 04
04 C4
04 C4
C3 C4
C4 C3
C4 C3
03 C3
C3 03
C3 cC2
C3 cC2
02 C2
CcC2 02
06 C6

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.53800
0.41000

#bhhbwwwl\)l\)ml—‘ldpooo

gb_20
gb_ 1
gb 26
gb 26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb 1
gb_20
gb_26
gh 1
gb_20
gb_20
gb_20
gb_ 1

C4 ga 12
C3 ga9
C5 ga9
C5 ga 8
03 ga 9
C2 ga38
C2 ga9
HO3 ga 12
02 ga 9
Cl ga38
Cl ga9
HO2 ga 12
C5 ga9

B-ldose

C6
C4
C4
C6
C5
Cc2
Cc2
05
C1

06 HO6

C5
C5
C5
05
C1
C1
C1

C6
05
05
C1
05
o1
o1

01 HO1

[ impropers ]

C4
C4
C4
c2
c2

C6 05
03 C2
04 C3
C3 02
05 01

[ dihedrals ]

HO4 04 C4

04
04
04
C5
C5
C5
04
04
C3
C3
C3
c2
C4
C4
C4
03
03
03
C1
C3
C3
C3
C3
02
C5
06
06
06
C4
C5
05
05

C4 C3
C4 C3
C4 C3
C4 C3
C4 C3
C4 C3
C4 C5
C4 C5
C4 C5
C4 C5
C4 C5
C3 03
C3 C2
C3 C2
C3 C2
C3 C2
C3 C2
C3 C2
Cc2 02
Cc2 C1
c2 cC1
c2 cC1
Cc2 C1
C2 C1
C6 06
Cé6 C5
Cé6 C5
C6 C5
C5 05
05 C1
Ci1 O1
Ci1 O1

[ exclusions ]
HO1 O5

ga_12
ga_8

ga 9

ga 9

ga_10

ga 9

ga 9

ga 9

ga 12

C5 giz2
C3 giz2
C5 g2
ClL g2
Cl g2
C3 gd 30
O3 gd_18
C2 gd_43
C2 gd 44
03 gd 43
03 gd 44
C2 gd 34
C6 gd_43
C6 gd 44
C6 gd 34
O5 gd 43
O5 gd_ 44
HO3 gd_30
02 gd 43
02 gd 44
Cl gd 34
02 gd_18
Cl gd 43
Cl gd 44
HO2 gd_30
05 gd 43
O5 gd_ 44
01 gd 43
01 gd 44
01 gd 18
HO6 gd_30
C4 gd 1
O5 gd 42
O5 gd_35
Cl gd 29
C2 gd_29
HOl1 gd 2
HO1 gd_32
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[ MANA ]
[ atoms ]
C4 CH1
04 OA
HO4 H
C3 CH1
03 OA
HO3 H
C2 CH1
02 OA
HO2 H
C6 CH2
06 OA
HO6 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
01 OA
HO1 H
[ bonds ]
C4 04
04 HO4
C4 C3
C4 C5
C3 03
C3 cC2
03 HO3
Cc2 02
c2 cC1
02 HO2
C6 06
C6 C5
06 HO6
C5 05
05 C1
Cl1 o1
01 HO1
[angles ]
HO4 O4
04 C4
04 C4
C3 C4
C4 C3
C4 C3
03 C3
C3 03
C3 cC2
C3 C2
02 cC2
c2 02
06 C6

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.53800
0.41000

#bhhbwwwl\)l\)ml—‘ldpooo

gb_20
gb_ 1
gb 26
gb 26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb 1
gb_20
gb_26
gh 1
gb_20
gb_20
gb_20
gb_ 1

C4 ga 12
C3 ga9
C5 ga9
C5 ga 8
03 ga 9
C2 ga38
C2 ga9
HO3 ga 12
02 ga 9
Cl ga38
Cl ga9
HO2 ga 12
C5 ga9

a-Manose

C6
C4
C4
C6
C5
Cc2
c2
05
C1

06 HO6

C5
C5
C5
o5
C1
C1
C1

01 HO1

C6
05
05
C1
05
O1
o1

[ impropers ]

C4 C6 O5
C3 03 cC2
C5 04 C3
C2 C3 02
Cl O5 01

[ dihedrals ]
HO4 04 C4

04
04
04
C5
C5
C5
04
04
C3
C3
C3
Cc2
C4
C4
C4
03
03
03
C1
C3
C3
C3
C3
02
C5
06
06
C4
C5
05
05

C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C2
c2
c2
C2
C2
Cc2
C6
C6
C6
C5
05
C1
C1

C3
C3
C3
C3
C3
C3
C5
C5
C5
C5
C5
03
Cc2
Cc2
Cc2
Cc2
C2
C2
02
C1
C1
C1
C1
C1
06
C5
C5
05
C1
o1
o1

[ exclusions ]

HO1 O5

ga_12
ga 8

ga 9

ga 9

ga_10

ga 9

ga 9

ga 9

ga_ 12

C5 giz2
C4 g 2
C4 g 2
ClL g2
C2 giz2
C3 gd_30
O3 gd_18
C2 gd_43
C2 gd 44
03 gd 43
O3 gd 44
C2 gd 34
C6 gd_43
C6 gd 44
C6 gd 34
O5 gd 43
O5 gd_ 44
HO3 gd_30
02 gd 43
02 gd 44
Cl gd 34
02 gd_18
Cl gd 43
Cl gd 44
HO2 gd_30
O5 gd 43
O5 gd_ 44
01 gd 43
01 gd 44
01 gd 18
HO6 gd_30
O5 gd 5
O5 gd 37
Cl gd_ 29
C2 gd_29
HO1 gd 6
HO1 gd_28
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[ MANB ]
[ atoms ]
C4 CH1
04 OA
HO4 H
C3 CH1
03 OA
HO3 H
C2 CH1
02 OA
HO2 H
C6 CH2
06 OA
HO6 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
01 OA
HO1 H
[ bonds ]
C4 04
04 HO4
C4 C3
C4 C5
C3 03
C3 cC2
03 HO3
Cc2 02
c2 cC1
02 HO2
C6 06
C6 C5
06 HO6
C5 05
05 C1
Cl1 o1
01 HO1
[angles ]
HO4 O4
04 C4
04 C4
C3 C4
C4 C3
C4 C3
03 C3
C3 03
C3 cC2
C3 C2
02 cC2
c2 02
06 C6

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.53800
0.41000

#bhhbwwwl\)l\)ml—‘ldpooo

gb_20
gb_ 1
gb 26
gb 26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb 1
gb_20
gb_26
gh 1
gb_20
gb_20
gb_20
gb_ 1

C4 ga 12
C3 ga9
C5 ga9
C5 ga 8
03 ga 9
C2 ga38
C2 ga9
HO3 ga 12
02 ga 9
Cl ga38
Cl ga9
HO2 ga 12
C5 ga9

B-Manose

C6
C4
C4
C6
C5
Cc2
c2
05
C1

06 HO6

C5
C5
C5
o5
C1
C1
C1

01 HO1

C6
05
05
C1
05
O1
o1

[ impropers ]

C4 C6 O5
C3 03 cC2
C5 04 C3
C2 C3 02
C2 05 01

[ dihedrals ]
HO4 04 C4

04
04
04
C5
C5
C5
04
04
C3
C3
C3
Cc2
C4
C4
C4
03
03
03
C1
C3
C3
C3
C3
02
C5
06
06
C4
C5
05
05

C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C2
c2
c2
C2
C2
Cc2
C6
C6
C6
C5
05
C1
C1

C3
C3
C3
C3
C3
C3
C5
C5
C5
C5
C5
03
Cc2
Cc2
Cc2
Cc2
C2
C2
02
C1
C1
C1
C1
C1
06
C5
C5
05
C1
o1
o1

[ exclusions ]

HO1 O5

ga_12
ga 8

ga 9

ga 9

ga_10

ga 9

ga 9

ga 9

ga_ 12

C5 giz2
C4 g 2
C4 g 2
ClL g2
Cl giz2
C3 gd_30
O3 gd_18
C2 gd_43
C2 gd 44
03 gd 43
O3 gd 44
C2 gd 34
C6 gd_43
C6 gd 44
C6 gd 34
O5 gd 43
O5 gd_ 44
HO3 gd_30
02 gd 43
02 gd 44
Cl gd 34
02 gd_18
Cl gd 43
Cl gd 44
HO2 gd_30
O5 gd 43
O5 gd_ 44
01 gd 43
01 gd 44
01 gd 18
HO6 gd_30
O5 gd 5
O5 gd 37
Cl gd_ 29
C2 gd_29
HO1 gd 2
HO1 gd_32
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[ TALA]
[ atoms ]
C4 CH1

04

HO4

OA
H

C3 CH1

o3

HO3

OA
H

C2 CH1

02

HO2

OA
H

C6 CH2

06

HO6

OA
H

C5 CH1

05

OA

Cl CH1

o1

HO1

OA
H

[ bonds ]

C4
04
C4
C4
C3
C3
o3
Cc2
Cc2
02
C6
C6
06
C5
o5
C1
o1

04
HOA4
C3
C5
03
Cc2
HO3
02
C1
HO2
06
C5
HO6
05
C1
01
HO1

[angles ]
HO4 04

04
04
C3
C4
C4
o3
C3
C3
C3
02
C2
06

C4
C4
C4
C3
C3
C3
03
Cc2
Cc2
Cc2
02
C6

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.53800
0.41000

#bhhbwwwl\)l\)ml—‘ldpooo

gb_20
gb_ 1
gb 26
gb 26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb 1
gb_20
gb_26
gh 1
gb_20
gb_20
gb_20
gb_ 1

C4
C3
C5
C5
03
Cc2
Cc2

HO3
02
C1
C1

HO2
C5

ga 12
ga 9
ga 9
ga_8
ga 9
ga 8
ga 9

ga 12
ga 9
ga 8
ga 9

ga_ 12
ga 9

o-Talose

C6
C4
C4
C6
C5
Cc2
Cc2
05
C1

06 HO6

C5
C5
C5
05
C1
C1
C1

01 HO1

C6
05
05
C1
05
o1
o1

[ impropers ]

C4
C3
C4
c2
C1

[ dihedrals ]
HO4 04 C4

04
04
04
C5
C5
C5
04
04
C3
C3
C3
c2
C4
C4
C4
03
03
03
C1
C3
C3
C3
C3
02
C5
06
06
06
C4
C5
05
05

C6
o3
04
C3
05

C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C4
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C3
C2
C2
c2
c2
C2
Cc2
C6
C6
C6
C6
C5
05
C1
C1

05
Cc2
C3
02
o1

C3
C3
C3
C3
C3
C3
C5
C5
C5
C5
C5
03
Cc2
Cc2
Cc2
c2
Cc2
C2
02
C1
C1
C1
C1
C1
06
C5
C5
C5
05
C1
o1
o1

[ exclusions ]

HO1l O5

ga_12
ga_8
ga 9
ga 9
ga_10
ga 9
ga 9
ga 9
ga 12
C5 giz2
C4 gi2
C5 g2
ClL g2
C2 g2
C3 gd 30
O3 gd_18
C2 gd_43
C2 gd 44
03 gd 43
03 gd 44
C2 gd 34
C6 gd_43
C6 gd 44
C6 gd 34
O5 gd 43
O5 gd_ 44
HO3 gd_30
02 gd 43
02 gd 44
Cl gd 34
02 gd_18
Cl gd 43
Cl gd 44
HO2 gd_30
05 gd 43
O5 gd_ 44
01 gd 43
01 gd 44
01 gd 18
HO6 gd_30
C4 gd 1
O5 gd 42
O5 gd 35
Cl gd_ 29
C2 gd_29
HO1 gd 6
HO1 gd_28
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[TALB]
[ atoms ]
C4 CH1

04

HO4

OA
H

C3 CH1

o3

HO3

OA
H

C2 CH1

02

HO2

OA
H

C6 CH2

06

HO6

OA
H

C5 CH1

05

OA

Cl CH1

o1

HO1

OA
H

[ bonds ]

C4
04
C4
C4
C3
C3
o3
Cc2
Cc2
02
C6
C6
06
C5
o5
C1
o1

04
HOA4
C3
C5
03
Cc2
HO3
02
C1
HO2
06
C5
HO6
05
C1
01
HO1
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C4
C3
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ga 9

ga 12
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HO1 O5

ga_12
ga_8
ga 9
ga 9
ga_10
ga 9
ga 9
ga 9
ga 12
C5 giz2
C4 gi2
C5 g2
ClL g2
Cl g2
C3 gd 30
O3 gd_18
C2 gd_43
C2 gd 44
03 gd 43
03 gd 44
C2 gd 34
C6 gd_43
C6 gd 44
C6 gd 34
O5 gd 43
O5 gd_ 44
HO3 gd_30
02 gd 43
02 gd 44
Cl gd 34
02 gd_18
Cl gd 43
Cl gd 44
HO2 gd_30
05 gd 43
O5 gd_ 44
01 gd 43
01 gd 44
01 gd 18
HO6 gd_30
C4 gd 1
O5 gd 42
O5 gd 35
Cl gd_ 29
C2 gd_29
HO1 gd 2
HO1 gd_32
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