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RESUMO

A antitrombina (AT) € uma serpina glicoprotéica responsavel pela inibigdo
fisioldgica das proteases da cascata de coagulagdo. E o receptor-alvo responsavel
pela acdo anticoagulante da heparina e de outros glicosaminoglicanos sulfatados
(GAGs), capazes de potencializar sua agao inibitoria sobre, principalmente, flla e
fXa. Tal modulacdo da AT por GAGs esta associada intrinsecamente a parte
sacaridica desta serpina, uma vez que mudangas no seu padréo de glicosilagéo
modulam sua ativagao por polissacarideos.

Em funcdo de efeitos colaterais decorrentes da terapia anticoagulante
atualmente disponivel, um grande esfor¢co vem sendo dedicado na busca de novos
polissacarideos, capazes de reproduzirem os efeitos terapéuticos da heparina, sem
apresentar seus efeitos colaterais. Nesta busca, podem-se incluir polissacarideos
isolados de ourigos-do-mar, como galactanas e fucanas. Particularmente, galactanas
2-sulfatadas, 3-ligadas sao anticoagulantes, enquanto que fucanas 2-sulfatadas, 3-
ligadas ndo o s&o. Contudo, as razbes moleculares para tais diferengas ainda
permanecem desconhecidas.

Diante do exposto, um dos objetivos deste trabalho reside na caracterizagéo do
reconhecimento molecular de GAGs obtidos de fontes animais pela AT, através um
estudo de modelagem molecular do perfil conformacional da galactana e da fucana
2-sulfatadas, 3-ligadas tanto livres em solugdo aquosa quanto complexadas a AT,
utilizando calculos ab initio, calculos de docking receptor-ligante e simulagdes por
dindmica molecular (DM). Adicionalmente, objetiva-se a descrigdo do perfil
conformacional da estrutura de glicosilagdo da AT (ATg), através de mapas de
contorno e simulagdes por DM, tendo-se em vista a importancia da glicosilagéo para
as propriedades anticoagulantes da AT e da caréncia de informagdes
conformacionais acerca desta parte da molécula.

As simulagbes por DM da galactana e da fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas
indicam que ambas apresentam perfis conformacionais semelhantes em solugao
aquosa. Quando complexadas a AT, os dois polissacarideos apresentam
orientagdes distintas, o que explica as diferencas nas suas atividade
anticoagulantes. Com relagdo as simulagdes por DM da estrutura glicosidica da AT

em solugcdo aquosa, os resultados mostraram que sua conformagcdo em solugao
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difere significativamente da obtida por métodos de difragdo de raios-X em cristais.
Estes dados evidenciam a existéncia de distorgdes na estrutura cristalografica da AT
glicosilada, resultantes de efeitos de empacotamento devido ao cristal.
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ABSTRACT

Antithrombin (AT) is a glycoproteic serpin responsible for physiologic inhibition
of coagulation cascade proteases. It is the target receptor responsible for heparin
and other glycosaminoglycans (GAGs) anticoagulat activities, capable of potentialize
its inhibitory action over, mainly, flla and fXa. Such AT modulation by GAGs is
intrinsically associated with the sacaridic part of this serpin, since changes on its
glycosilation pattern modulate its activation by polisaccharides.

Due to side effects that occur from the use of the available anticoagulant
therapy, efforts have been dedicated in the search for new polisaccharides, capable
to reproduce heparin therapeutic effects, in the absence of its adverse effects. In this
search, can be included polisaccharides isolated from sea urchins, like galactans and
fucans. Particularly, 2-sulfated, 3-linked galactans are anticoagulants, while 2-
sulfated, 3-linked fucans are not. However, the molecular reasons of such differences
are still unknown.

Thus, this work aims the characterization of the molecular recognition pattern of
GAGs obtained from animal sources by AT, through a molecular modeling study of 2-
sulfated, 3-linked galactan and fucan conformational profiles, free in aqueous
solution or complexed with AT, using ab initio, ligand-receptor docking and molecular
dynamics (MD) calculations. Additionally, we purpose the description of the
conformational profile of AT glycosilation structure (ATg) using energy contour plots
and MD simulations, due to the importance of ATg to AT anticoagulant properties
and the lack of conformational information regarding this part of the protein.

2-sulfated, 3-linked galactan and fucan decasaccharide MD simulations indicate
that both polisaccharides present similar conformations in aqueous solution. When
complexed with AT, the two polisaccharides present distinct orientations, which
explains the differences in its anticoagulant activities. Regarding AT glycosidic
structure MD simulations in aqueous solution, the results show that its conformation
differs in a great extent from that determined by X-ray crystallographic methods.
These data evidenciate the existence of distortions in the crystallographic structure,

which results from packing effects.
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1 Introducgao

1.1 A hemostasia e a cascata de coagulagao

A hemostasia e a fibrindlise representam os principais mecanismos para
controlar o fluxo sanguineo em casos de lesdes mecanicas e danos fisicos causados
no endotélio vascular e se iniciam em resposta a tais perturbagdes (Jenny e Mann,
1998; Loscalzo e Schafer, 2003). A hemostasia € o processo responsavel pela
formagdo de um tampao hemostatico rapido e localizado, na regido de lesao
vascular, e que culmina na formagéo de um coagulo insoluvel (Jenny e Mann, 1998;
Dahlback, 2000). Este processo depende da ativagao da coagulagdo e da agregagao
plaquetaria, associadas a vasoconstricdo. Assim, sob condi¢gdes normais, a
hemostasia primaria (interagdo das plaquetas com as paredes dos vasos
sanguineos e formagdo do tampdo plaquetario), a hemostasia secundaria
(conversao do fibrinogénio soluvel em fibrina insoluvel) e a fibrindlise (degradagéao
do coagulo de fibrina), agem em conjunto para coordenar os eventos da coagulagéo
(Loscalzo e Schafer, 2003).

A coagulacdo € um processo complexo, que envolve elementos como
proteinas plasmaticas, células sanguineas especificas, complexos enzimaticos pro-
coagulantes estruturados (Jenny e Mann, 1998), serino-proteinases (fXlla, fXla, flXa,
fXa, fVlla, trombina), co-fatores protéicos ndo-enzimaticos (fator tecidual, fVllla, fVa,
flll), ions calcio e superficies de membrana celular.

Na coagulacdo, a primeira etapa ocorre a partir da interagdo do fator Vlla
plasmatico com o fator tecidual (FT) (Figura 1; Nakagaki et al., 1991), ambos
requerendo a presenga de um cofator ndo-protéico (Figura 1). Este co-fator constitui-
se de superficies fosfolipidicas (FL) oriundas principalmente das plaquetas do
tamp&o plaquetario, formando o complexo fVlla-FT-FL, denominado Complexo
Tenase Extrinseco. O Complexo Tenase Extrinseco exerce atividade catalitica sobre
os fatores IX e X, gerando flIXa e fXa. O fator IXa, por sua vez, também é
responsavel pela ativagdo do fator X a Xa, na presencga de FL e do cofator protéico
nao-enzimatico fVllla, formando o denominado Complexo Tenase Intrinseco.

O fator Xa formado tanto pela agdo do complexo tenase intrinseco quanto pelo
complexo tenase extrinseco tem como funcdo a conversido de protrombina em

trombina na presenca dos co-fatores FL e fVa, sendo este conjunto de elementos



denominado Complexo Protrombinase (Jenny e Mann, 1998). O principal resultado
da propagacao da coagulagao através destes complexos enzimaticos é a ativagéo
de protrombina gerando trombina, a qual realiza a conversao da proteina plasmatica
soluvel fibrinogénio em uma matriz insoluvel de fibrina. A fibrina polimerizada,
juntamente com o tamp&o plaquetario, forma um tampé&o permanente soélido a fim de

prevenir a propagac¢ao da hemorragia (Jenny e Mann, 1998).
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IX X
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Figura 1: Representagcdo esquematica da cascata de coagulagdo. Os percussores
inativos estdo apresentados em letras pretas (protrombina, V, VII, VI, IX, X e XIlII),
enquanto as proteinas ativas estdo apresentadas em vermelho (trombina, Va, Vlla,
Vllla, 1Xa, Xa e Xllla). As setas em vermelho representam algas de retro-alimentagéo
positiva da trombina; as setas pretas, verdes e azuis representam vias de ativacao
de fatores da coagulagdo, enquanto as setas em laranja representam vias de
inibicdo de AT sobre trombina e fator Xa. FT: Fator Tecidual; FL: Superficies
fosfolipidicas (Verli, 2005).



Em condi¢gbes normais, os fatores que promovem a coagulagdo sanguinea
estdo balanceados por aqueles que a inibem. Em casos de ativagao excessiva dos
processos hemostaticos normais, ou seja, quando estimulos pro-coagulantes
sobrepdem-se aos sistemas anticoagulantes e fibrinoliticos naturais (Colman et al.,
2006), pode ocorrer o desenvolvimento de eventos patolégicos como a trombose
(Furie e Furie, 1992). Em humanos, tais processos sao controlados por trés grandes
moduladores fisiolégicos: a proteina C, o TFPI (tissue factor pathway inhibitor,
inibidor da via de fator tecidual) e a antitrombina (AT) (Hirsh, 2003).

A via da proteina C ¢é responsavel pela inativacdo dos complexos
protrombinase e tenase intrinseco através da inativacdo de seus respectivos co-
fatores, os fatores Va e Vllla (Eaton et al., 1986; Guinto e Esmon, 1984). As células
endoteliais expressam na sua superficie a trombomodulina, um receptor de trombina
(Esmon, 1989). Uma vez ligada a trombomodulina, a especificidade da trombina &
alterada, suas propriedades pro-coagulantes sdo abolidas e esta passa entdo, a
apresentar atividade anticoagulante ao ativar a proteina C. A inativagdo dos fatores
Va e Vllla pela proteina C ativada (Esmon, 1989) leva a atenuagédo da geracao de
trombina.

O heparan sulfato e outros glicosaminoglicanos (GAGs) presentes na superficie
das células endoteliais contribuem para a ligagdo do TFPI. O TFPI € um membro da
familia Kunitz de inibidores enzimaticos (Wun et al., 1988) que bloqueiam o inicio da
coagulacao através da inibicado do complexo fator tecidual (FT)-fator Vlla de maneira
dependente do fator Xa (Broze, 1987; Jenny e Mann, 1998). O principal papel do
TFPI é o bloqueio da atividade do complexo tenase extrinseco ao se ligar nao-
covalentemente ao sitio ativo do fator Xa livre no plasma, inibindo-o reversivelmente
(Broze et al., 1988).

Algumas das enzimas geradas durante a ativagdo da coagulagdo, como
trombina e fator Xa, séo inibidas pela AT (Figura 1; Dahlback, 2000; Potempa et al.,
1994; Liu et al., 1995). Como receptor-alvo de agentes anticoagulantes, a estrutura e
alguns dos processos que envolvem a AT serdo descritos detalhadamente ao longo
da presente dissertacéo.

1.2 Estrutura da Antitrombina (AT)

A AT é membro de uma familia de inibidores enzimaticos ou inibidores de

serino-proteinases, conhecidos como serpinas (serpin, SERine Proteinase INhibitors;



Potempa et al., 1994). Esta serpina € capaz de inibir algumas das serino-proteinases
da coagulacdo, embora seu papel fisiolégico envolva principalmente fator Xa e
trombina (Olson et al., 1997). A caracteristica principal das proteinas que constituem
a familia das serpinas € a presenga de uma regido central, comum entre seus
membros, consistindo de 8 a 9 a-hélices e 3 grupos de folhas-B. Adicionalmente, a
AT contém uma alga reativa na regido N-terminal (RCL - reactive center loop), a qual
€ responsavel pela atividade inibitéria desta serpina sobre as proteases-alvo da
cascata de coagulagdo sanguinea (Gettins, 2002).

A AT humana ocorre na circulagdo sanguinea como uma glicoproteina que, em
decorréncia da microheterogeneidade associada a sua parte sacaridica, apresenta
mais de sete isoformas (Demelbauer et al., 2004; Plematl et al., 2005). Cada uma
das isoformas da AT apresenta menos de 5% de abundéancia, exceto as duas
isoformas majoritarias, o~ e B-AT, as quais apresentam abundancias entre 82-90% e
4-10%, respectivamente e diferem na quantidade de acgucar ligado a sua parte
protéica (Figura 2; Turk et al., 1997; McCoy et al., 2003; Demelbauer et al., 2005).

A B-AT é glicosilada em trés residuos de aminoacidos, nas asparaginas (Asn)
96, 155 e 192, e apresenta uma massa molecular total de cerca 62,6 kDa. A o-AT
apresenta um sitio de glicosilagdo extra na Asn135 (Figura 2), e alcanga massa
molecular de 64,8 kDa. Como a massa molecular da AT n&o glicosilada € 56kDa, as
estruturas de glicosilacdo sao responsaveis por um aumento em torno de 12% e
16% na massa total da B- e o-AT glicosiladas, respectivamente (Franzén et al.,
1980; McCoy et al., 2003; Mizuochi et al., 1980). A glicosilagao incompleta da B-AT
na Asn135, é devida a presenga de um residuo de serina no lugar de uma treonina
na sequéncia consenso de reconhecimento para adigdo do oligossacarideo no sitio
da Asn135 (Picard et al., 1995).

A B-AT esté ligada as paredes dos vasos sanglineos em maior grau do que a
o-AT e apresenta maior afinidade pela heparina em um fator em torno de 13 vezes
em relacédo a o-AT. Assim, a B-AT funciona como inibidor majoritario in vivo e é
considerada a forma fisiolégica mais importante da AT, apesar de ser uma das
isoformas menos abundante (Witmer et al., 1991). Além destas propriedades, a
glicosilagdo exerce um papel importante no controle da degradacéo da AT, uma vez
que na auséncia das estruturas de glicosilagdo o tempo de meia-vida da AT é
extremamente reduzido in vivo (McCoy et al., 2003; Garone et al., 1996).
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Asn 96

Figura 2: Representagdo esquematica da o-AT e B-AT com as estruturas
oligossacaridicas completas modeladas nos respectivos sitios de glicosilagéo. Figura
gerada através do programa GlyProt (Bohne-Lang e von der Lieth, 2005), utilizando
a estrutura da AT de codigo PDB 1EOQS.

1.3 Glicosilagao de proteinas

A glicosilacdo € uma das modificagdes pds-traducionais mais frequentes em
proteinas, sendo que mais da metade das proteinas conhecidas, por apresentarem a
sequéncia consenso para ligagcdo de oligossacarideos N-ligados, podem
potencialmente ser modificadas por glicosilagao (Apweiler et al., 1999). Existe uma
grande variedade de estruturas glicosidicas, e a sua diversidade e complexidade
estruturais sdo geradas através da variagdo nos padrdes de substituicdo (niveis de
acetilacao, metilagéo, sialilagcéo, fosforilagdo e sulfatagédo), nos graus de ramificacgéo,
nos tipos de monossacarideos terminais, nas conformagdes dos anéis de 6
membros (Cremer e Szabo, 1995) e nos tipos, numero e posi¢do dos residuos
individuais (Imberty e Perez, 2000; Helenius e Aebi, 2001).

Existem dois tipos principais de glicosilagdo: a O-glicosilagdo, em que a parte
glicosidica esta ligada a um grupamento hidroxila de um residuo de serina (Ser) ou
treonina (Thr), e a N-glicosilagdo, onde a parte glicosidica esta ligada a funcéo
amida de um residuo de Asn presente na sequéncia consenso Asn-X-Ser/Thr, onde

X pode ser qualquer residuo de aminoacido, exceto prolina (Figura 3).



O-glicosilagao N-glicosilagao
OH oH
\O © 0 \O © H °
HO NH O HO NH u \H
o:( SerThr °:< Asn
CH, H,

Figura 3: Tipos de estruturas de glicosilacdo de proteinas. O-glicosilagdo e N-
glicosilagéo. Ser, serina; Thr, treonina; Asn, asparagina.

Glicoproteinas com oligossacarideos N-ligados (N-glicanas) sdo as mais
abundantes na natureza. Estes oligossacarideos sdo, em geral, polimeros
ramificados contendo de 6 a 15 monossacarideos, os quais podem ser residuos de
N-acetilglicosamina (GIcNAc) unidos por ligagdes a1—4, e de manose (Man) unidas
através de ligagdes a1—2, a1—3 e a1—6 (Qasba et al., 1997; Varki et al., 1999).
Inicialmente, cada N-oligossacarideo é sintetizado como nucleo pentassacaridico,
cuja estrutura GlcNAc(a1—6)[GIcNAc(a1—3)]Man(1—4)GIcNAc(31—4)GIcNAc
(Figura 4) € comum para a maioria dos oligossacarideos N-ligados (Gahmberg e
Tolvanen, 1996; Helenius et al., 1997; Qasba et al., 1997; Helenius e Aebi, 2001).

A estrutura glicosidica da AT esta incluida no subtipo complexo de
oligossacarideos N-ligados, sendo também classificados como oligossacarideos bi-
antenais, com residuos de acido sidlico (Sia) presentes nas extremidades n&o
redutoras de ambas “antenas” ou “bragos” (Figura 4, arms). Contém ainda residuos
de Man, galactose (Gal) e GIcNAc, estando o ultimo ligado as Asn da AT (Figura
4A). As posicdes e configuragcdes das ligagdes glicosidicas foram descritas por
Franzén e colaboradores (Franzén et al.,1980; Figura 4). Adicionalmente,
considerando-se todos os sitios de N-glicosilagdo, as estruturas oligossacaridicas
sdo idénticas entre si na o-AT e na B-AT

Apesar da auséncia de um método universal para a determinagao precisa da
estrutura de oligossacarideos (Mrksich, 2004), as estruturas terciarias de muitos
oligossacarideos podem ser elucidadas através de métodos de cristalografia de
raios-X. Contudo, poucos dos estudos realizados incluem os oligossacarideos

associados a proteina de interesse, principalmente pelo fato de que as cadeias de



carboidratos podem impedir o crescimento dos cristais e assim, sdo geralmente
clivadas antes da cristalizagc&do das proteinas (von der Lieth et al., 2006). Além disso,
carboidratos sdo moléculas com elevada flexibilidade e, consequentemente, pelo
fato de nos métodos de cristalografia de raios-X, as posi¢des atbmicas poderem ser
deduzidas a partir da intensidade das difragdes, a deteccdo de dados referentes a
sua densidade eletronica € limitada (Milane, 1990; von der Lieth et al., 2006). Uma
excegcdo é o caso da AT, cuja estrutura de glicosilagdo pdde ser confirmada por
métodos de cristalografia de raios-X (McCoy et al., 2003).

6-arm

G H F E
Sia(p2-6)Gal(p1-4)GlcNAc(ct1-2)Man(c.1-6)

C,D
Man(p1-4)GIcNAc(B1-4)GIcNAc-—Asn

B
Sia([32-6}GaI(B1-4}GICNAC(0L1-2}Man(al—B}/ A
G H F E

3-arm

Figura 4: Representagdo esquematica da estrutura de glicosilagdo da AT. O
pentassacaridico central esta delimitado por linhas pontilhadas e os bragos por

linhas continuas.

1.4 Mecanismo de modulagao da AT por GAGs

A AT é relativamente inativa como inibidor das proteases da cascata de
coagulagdo sanguinea, circulando na corrente sanguinea em uma conformagao
inativa (Huntington et al., 1996). Para que sua ativagao ocorra, a AT requer a ligagao
de um glicosaminoglicano polissulfatado (GAG), o qual pode ser um co-fator
fisiolédgico como o heparan sulfato (Zehnder e Galli, 1999) ou um co-fator
terapéutico, como a heparina. Assim, quando a heparina se liga a AT, esta inibe a
trombina ou o fator Xa através da formagdo de um complexo ternario heparina-
protease-AT (Olson e Bjork, 1994; Gettins, 2002; Figura 5).

O primeiro mecanismo de interagao pelo qual a heparina é capaz de modular a
atividade da AT, constitui-se no mecanismo de “ponte”, que atribui a potencializagao
da atividade inibitéria da AT sobre suas proteases-alvo a uma conexao fisica entre
as duas proteinas (Jin et al., 1997; Carrel et al., 1994) e leva a formagdo do
complexo ternario AT-trombina-heparina (Figura 5). Este mecanismo é determinado
principalmente por interagbes eletrostaticas entre grupos sulfato da heparina e



residuos de aminoacidos carregados positivamente na AT e nas proteases (Petitou
et al., 1999). Neste mecanismo, a eficiéncia da aproximagao da AT a (s) protease (s)
depende do tamanho da cadeia polissacaridica da heparina (Lin et al., 2001).

O segundo mecanismo pelo qual a heparina modula a AT (Figura 5) consiste
na ativagao alostérica, a qual baseia-se na inducdo de mudancas conformacionais
na proteina (AT). Dentre outras modificagbes conformacionais na AT (Jin et al,
1997; Gettins, 2002), o principal resultado € a exposi¢do da alga reativa (RCL), o
que aumenta sua reatividade em relagdo a protease-alvo. Este mecanismo é
dependente dos residuos que compdem a cadeia polissacaridica e de seu padrao de
sulfatagao, ou seja, depende da afinidade da sequéncia de residuos que compdem o
polissacarideo pela AT (Streusand et al., 1995; Lin et al., 2001).

Mecanismo baseado em

Mecanismo de Ponte mudanga conformacional

rfk"‘-’\ & N BBk
2P\ “ o % ‘_8 <,
(= TR UML)
r .' -H T ‘-‘._., --_J
e g &%
| % S5
Antitrombina Trombina Fator Xa

sintético

Heparina

Complexo covalente
serpina-prolease

Figura 5: Representacdo estrutural provavel da inibicdo da trombina e fXa na
presenga de AT e GAGs. Estao ilustrados: o mecanismo envolvendo a ligagado da AT
a protease pelos polissacarideos (“Mecanismo de Ponte“ ou Bridging), e o
mecanismo baseado na indu¢do de mudanca conformacional na AT pelos
polissacarideos. A AT é mostrada em verde, com sua alg¢a reativa representada em
laranja. A trombina esta indicada em azul, o fXa em amarelo, a heparina em rosa e

vermelho e o pentassacarideo sintético em vermelho e azul.



As serpinas inibitorias s&o substratos suicidas e, assim, em ambos
mecanismos de potencializacdo da atividade inibitéria da AT sobre as proteases
ocorre a ligagéo irreversivel da AT as suas proteases-alvo, resultando na formagéo
de um complexo covalente serpina-protease (Figura 5; Gettins, 2002).

A inibigdo da trombina ocorre essencialmente através do mecanismo de “ponte”
e, para tal, € necessario um polissacarideo suficientemente longo, composto de no
minimo dezoito unidades monossacaridicas (Lane et al., 1986; Danielson et al.,
1986; Olson et al., 1992). A trombina parece ser pouco sensivel a ativagao
alostérica, contudo, o mecanismo de molde é pré-requisito para acelerar a reagao
desta protease com a AT (Gettins, 2002). Em contrapartida, o fator Xa é sensivel
destacadamente a modulagdo alostérica, pois é inibido mesmo na presenca de
cadeias polissacaridicas menores (menos de 10 unidades monossacaridicas), como
€ 0 caso das heparinas de baixo peso molecular (HBPM). O requisito estrutural
minimo necessario a inibicdo do fator Xa na presenca de AT, é uma sequéncia
pentassacaridica especifica na heparina (Choay et al., 1983; Jin et al., 1997; Lindahl
et al., 1983; Thunberg et al., 1982).

1.5 Agentes terapéuticos no tratamento de hipercoagulopatias

A terapia anticoagulante € utilizada para a prevengdo e tratamento do
tromboembolismo venoso e de outras complicacbes tromboembdlicas e
cardiovasculares (Weitz e Hirsh, 2003). Atualmente, a terapia imediata utiliza
agentes anticoagulantes parenterais como heparina, HBPM, ou foundaparinux, e a
terapia prolongada geralmente envolve a administragdo concomitante de um agente
anticoagulante oral como a varfarina.

A heparina foi identificada e isolada em 1916 por McLean (McLean, 1916), a
partir de uma preparacédo de figado de cées (Nader ef al., 2001), recebendo esta
denominagédo por estar presente em abudancia em tecidos hepaticos. Nos anos
1950 foi sugerido que a atividade da AT era acelerada pela heparina (Monkhouse et
al.,, 1955; Waugh e Fitzgerald, 1956), fato confirmado posteriormente com o
isolamento da AT (Abildgaard, 1968). Em fungdo da desmonstracdo das suas
potentes propriedades anticoagulantes (McLean, 1916), a heparina é utilizada
clinicamente ha mais de 40 anos como agente anticoagulante e antitrombadtico
(Jaques, 1979). Atualmente, o mecanismo de agdo da heparina é conhecido e sua

atividade anticoagulante deve-se a sua capacidade em potencializar a agao inibitoria
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da AT sobre as serino-proteinases da cascata de coagulagdo sanguinea, como
trombina e fator Xa (Jin et al., 1997; Olson e Bjork, 1994; Gettins, 2002), formando
com estas proteinas um complexo ternario.

As preparagdes comerciais de heparina sdo obtidas a partir da mucosa
intestinal de suinos e bovinos e de pulmdes de bovinos (Nader et al., 2001). A
estrutura basica da heparina foi pioneiramente proposta por Dietrich e colaboradores
(Dietrich et al., 1973) em 1973, quando caracterizavam produtos obtidos a partir da
heparina por agdo de enzimas de Flavobacterium heparinum. A heparina € um GAG
anidnico polissulfatado composto por unidades dissacaridicas repetitivas (1—4)-
ligadas, contendo acidos urénicos (o-L-acido idurénico 2-sulfato, IdoA, ou -D-acido
glicurbnico nao-sulfatado, GIcA) e glicosamina 2,6-disulfato, GIcN (Lindahl e
Axelson, 1971; Silva e Dietrich, 1975; Hirsh et al., 1998; Nader et al., 2001; Figura
6). Esta sequéncia dissacaridica € a unidade principal da molécula de heparina.

CH oso H CH oso H COOH CH oso H
COOH < > COOH /\’ : : : [\ : :
acido idurc‘mico glicosamlna acido |duron|co g||cosam|na acido g||curon|co gI|cosam|na

Figura 6: Representacao de um hexassacarideo de heparina, composto por residuos
de acidos urénicos (idurdnico e glicurdnico), e glicosamina (Nader et al., 2001).

A heparina é uma complexa mistura de moléculas que diferem n&o apenas no
tamanho de suas cadeias, mas também na sequéncia das suas unidades
monossacaridicas e nos padrbes de substituicdo das mesmas (Alban, 2005). A
massa molecular de suas cadeias varia de 5 kDa a 30 kDa, com uma massa
molecular média de 15 kDa, referente a aproximadamente 30 unidades
monossacaridicas (Hirsh et al., 1998). Algumas dificuldades foram observadas com
0 uso clinico continuo da heparina: necessidade de monitoramento constante, em
funcdo de efeitos anticoagulantes variaveis, inabilidade de inibicdo de trombina
ligada a fibrina e indugdo de trombocitopenia (TIH; Nader et al., 2001).

Na década de 1980 iniciou-se o uso terapéutico das HBPMs, o que
proporcionou a ampliacdo das possibilidades de profilaxia e tratamento de
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desordens tromboembolicas. As HBPM contém a mesma estrutura basica da
heparina, contudo, o numero de residuos de monossacarideos € reduzido (massa
molecular média que varia de 4-6 kDa; Hirsh et al., 1998), pois sdo obtidas atraves
de diversos métodos de despolimerizacdo da heparina convencional (Nader et al.,
2001). Os métodos de fragmentagcdo da heparina geram produtos com proporgéo
variavel de cadeias polissacaridicas, as quais exibem propriedades estruturais,
funcionais e biolégicas distintas (Jeske et al., 1998). As HBPMs, embora menos
potentes, sdo mais efetivas e seguras que a heparina na profilaxia em pacientes
com elevado risco de trombose (Geerts et al., 2001), o que caracteriza redu¢ado nos
custos pois ndo ha necessidade de internacdo hospitalar (Levine et al., 1996;
Harrison et al., 1998; O’Brien et al., 1999; Ageno e Turpie, 2003; Jay e Geerts,
2003). Contudo, alguns problemas associados ao uso das HBPMs, como o risco de
trombocitopenia, ainda persistem (Herbert et al., 2001).

Com o aumento dos estudos acerca da estrutura e fungdes da heparina foram
realizados os primeiros trabalhos objetivando entender a estrutura do sitio de ligagao
da AT e identificar a menor sequéncia capaz de inibir o fator Xa (Petitou et al., 2003).
O resultado foi a identificacdo da sequéncia pentassacaridica especifica que é
relatada como a estrutura minima da heparina responsavel por sua atividade
anticoagulante (Choay et al., 1983). A identificacdo desta sequéncia levou ao
desenvolvimento e comercializacdo do pentassacarideo sintético denominado
fondaparinux, como um novo farmaco antitrombético sob o nome comercial Arixtra®
(van Boeckel e Petitou, 1993; Bauer et al., 2002; Cheng, 2002; Kort et al., 2005). O
fondaparinux, além de ser de origem sintética, apresenta relagdo dose-efeito mais
previsivel e menor capacidade de induzir trombocitopenia e osteoporose do que a
heparina, embora tenha custo mais elevado (Weitz, 2006).

As estratégias anticoagulantes modernas visam inibir a trombogénese, focando
prinicipalmente em: (a) bloquear o inicio da coagulagdo pelo complexo fator
Vlla/fator tecidual; (b) prevenir a geragdo de trombina através da atenuacdo da
propagacéo da coagulagao; ou (c) inibigdo da trombina, a enzima-chave do sistema
de coagulagéao, pois exerce papel central na coagulagédo e na ativagao de plaquetas
(Weitz e Hirsh, 2003). Neste sentido, novos compostos anticoagulantes vém sendo
desenvolvidos visando enzimas ou etapas especificas na via da coagulagdo. Os
novos anticoagulantes incluem inibidores da via do fator Vlla/fator tecidual, inibidores
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dos fatores Va e Vlla, do fator Xa (diretos ou indiretos) ou de trombina (diretamente

ou indiretamente através da ativacao da AT; Tabela 1; Figura 7; Weitz, 2006).

Tabela 1: Agentes anticoagulantes utilizados na terapéutica ou em desenvolvimento.

Agente e referéncia Mecanismo de agao

Inibidor da via do fator tecidual: inibe a formacgao do

Alvo molecular
Inibidores da via do

TFPI recombinante®

fator Vlla/fator
tecidual®

NAPc2'

Factor VlIa®

complexo fator Xa/Fator Tecidual (FT)

Peptideo nematddeo anticoagulante que liga-se no
sitio ativo do fator X. O complexo resultante inibe o
fator Vlla do complexo fator Xa/FT

Compete com o fator Vlla por ligagéo ao FT

Inibidores dos
fatores Va e Vlla®

APC" (Proteina C
Ativada)

Trombomodulina
soluvel'

Modula geracdo de trombina por inativacdo dos
fatores Va e Vllla

Analogo recombinante que converte a trombina em
um potente ativador de proteina C

Inibidores indiretos
de fator Xa©

Fondaparinux’

Andlogo sintético da sequéncia pentassacaridica
que media a interagdo da heparina com a AT

Idraparinux’ Derivado hiper-metilado do Fondaparinux
Inibidores diretos DX-9065a Inibidor de baixo peso molecular ndo-peptidico que
de fator Xa® liga-se irreversivelmente ao sitio ativo do fator Xa
Razaxaban™ Aminobenzisoxazol ativo por via oral, que liga-se

BAY 59-7939"

ao fator Xa com alta afinidade
Ativo via oral, inibidor do sito-ativo do fator Xa

Inibidores diretos
de trombina®

Hirudina®

Bivalirudina®
Argatroban/
Melagatran®

Ximelagatran'

Inibidor bivalente irreversivel: dominio C-terminal
liga-se ao exositio 1 e N-terminal interage com sitio
ativo da trombina

Polipeptideo sintético analogo a hirudina

Inibidores competitivos da trombina, ligam-se nao-
covalentemente a trombina, formando complexos
reversiveis

Primeiro inibidor ativo por via oral, pro-farmaco do
inibidor direto de trombina megalatran

Inibidores indiretos

de trombina®®

Derivados da
heparina

GAGs nao-derivados

da heparina
Compostos
sulfatados

Heparina, HBPMs (enoxaparina, dalteparina),
fondaparinux e derivados semi-sintéticos da
heparina

Dermatan sulfato, heparan sulfato, condroitina
sulfato e heparindides

Acido lactobiénico, fucanas e galactanas

“Inibidores do inicio da coagulacao

®Inibidores da propagacgéo da coagulagdo, atenuam geragao de trombina livre ou ligada a fibrina;

°A heparina, o Fondaparinux e as HBPMs s&o inibidores indiretos de fator Xa;

dAdaptado de Nader et al., 2001; °Broze, 1995; fCappello et al., 1995; fleee Vlasuk, 2003; °Taylor, 1996; PEsmon
et al., 1997; 'Parkinson et al., 1990; 'Moll et al., 2004; 'Rezaie, 2001; 'Herbert et al., 1996; 'Murayama et al., 1999;
MLassen et al., 2003; "Kubitza et al., 2005; *Wallis, 1996; "Maraganore et al., 1990; PSkrzypczak-Jankun et al.,
1991; “Weitz e Crowther, 2002; “Hursting et al., 1997; "Gustaffson et al., 2001.
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Figura 7. Estruturas de alguns agentes anticoagulantes apresentados na Tabela 1.
fondaparinux (2); idraparinux (3); enoxaparina (4); dalteparina (5); argatroban (6);
razaxaban (7); ximelagatran (8); heparan sulfato (9); dermatan sulfato (10).

Devido ao desenvolvimento do fondaparinux e baseado no entendimento
detalhado da formacédo do complexo ternario da heparina com a AT e trombina, a
pesquisa tromboprofilatica tem buscado o desenvolvimento de polissacarideos
sulfatados e/ou substancias heparina-like, tanto naturais quanto sintéticas. Estes
avangos na terapia anticoagulante incluem as HBPM, heparindides, inibidores
diretos de trombina, além de inibidores de fator Xa mediados pela AT (Kort et al.,
2005) e heparan e dermatan sulfato (Drozd et al., 2001; Tabela 1; Figura 7). Outras
fontes possiveis de polissacarideos sulfatados com atividade anticoagulante s&o as
algas marinhas marrons e os invertebrados marinhos, de onde a fucana e a
galactana 2-sulfatadas, 3-ligadas podem ser obtidas (Alves et al., 1997; Berteau e
Mulloy, 2003; Pereira et al., 2002a; Pereira et al., 2002b; Vilela-Silva et al., 1999).

O desenvolvimento de anticoagulantes alternativos que atuam através da AT,
embora representem avancgos significativos em relagdo a alguns aspectos do
tratamento convencional de hipercoagulopatias (Walenga et al, 2003), nao
reproduziram as agdes politerapéuticas da heparina em muitas indicagdes e ndo séo

capazes de inibir a trombina. Outro fator importante refere-se a capacidade da
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heparina inibir além da trombina, o fator Xa e outras serino-proteases da cascata de
coagulagdo sanguinea. Assim, existe a necessidade do desenvolvimento de novos
agentes anticoagulantes, mais eficazes, seguros e com menos efeitos colaterais e
acredita-se que as heparinas e seus derivados continuardo a apresentar papel
fundamental na prevencdo e no tratamento global das desordens trombdticas
(Fareed et al., 2000).

A busca por carboidratos antitrombdticos com complexidade reduzida, para
facilitar sinteses posteriores, e com potentes atividades farmacoldgicas, tem sua
atencao dirigida para analogos da heparina obtidos de fontes naturais (Kort et al.,
2005). A observagdo de que alguns agentes, como as galactofucanas, né&o
apresentam atividade hemorragica, as torna candidatas ideiais e contribuem para
estudos continuos desta classe de polissacarideos para o desenvolvimento de
novos agentes anticoagulantes (Rocha et al., 2005). Assim, a atividade
anticoagulante mediada pela galactana 2-sulfatada, 3-ligada através da AT, bem
como sua simplicidade estrutural, mostram que estas substancias podem auxiliar no
desenho de novos protétipos de farmacos com agdes especificas na coagulagao e
na trombose (Melo et al., 2004).

1.6 Galactana e Fucana

A galactana e a fucana s&o polissacarideos sulfatados que apresentam
atividades biologicas potentes e estdo entre os polissacarideos mais abundantes de
origem nao-mamifera encontrados na natureza (Pereira et al., 2002b; Melo et al.,
2004). As fucanas foram pioneiramente isoladas de algas marinhas marrons em
1913 (Killing, 1913). Estes polissacarideos estdo entre os compostos mais
amplamente estudados frente a fisiologia de mamiferos, mesmo sendo originados de
organismos evolutivamente distantes como os ourigos-do-mar (Pereira et al., 1999).
Dentre as principais fontes da obtengdo destes polissacarideos sulfatados, estdo as
algas marinhas. Contudo, nestes organismos as estruturas da galactana e da fucana
2-sulfatadas, 3-ligadas sdo heterogéneas e complexas, e as suas unidades de
repeticdo nado sao facilmente deduziveis (Mourdo, 2004), pois os espectros de RMN
gerados para estes polissacarideos sdo de dificil resolugdo e interpretagéo
(Patankar et al., 1993; Mulloy et al., 1994).

Outra fonte de obtencéo destes polissacarideos sdo os invertebrados marinhos

(Vasseur, 1948), especialmente algumas espécies de ouricos do mar
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(equinodermos), como S. franciscanus e E. lucunter. Em contraste com as
galactanas e fucanas obtidas de algas marinhas, nos invertebrados marinhos estes
polissacarideos apresentam estruturas simples, lineares e regulares, ou seja, com
unidades repetitivas bem definidas, diferindo nos padrbes de sulfatagcao especificos
e/ou na posigdo das ligagcdes glicosidicas entre as suas unidades constituintes
(Alves et al., 1997; Alves et al., 1998; Pereira et al., 1999; Vilela-Silva et al., 1999;
Vilela-Silva et al., 2002).

As estruturas da galactana e da fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas obtidas das
especies E. lucunter e S. franciscanus, respectivamente (Figura 8), tém seus
monossacarideos unidos através de ligagdes glicosidicas a1—3 e sdo sulfatadas na
posicdo C-2. A unica diferenga entre a galactana e fucana reside na presenga de um
grupamento hidroximetila na posicdo C-5 da estrutura da galactana sulfatada,
enquanto que a fucana sulfatada apresenta apenas um grupamento metila.

As galactana e a fucana Z2-sulfatadas, 3-ligadas, apesar de apresentam
unidades sacaridicas n&o relacionadas a composi¢do da heparina, possuem
significativas propriedades anticoagulantes envolvendo serpinas plasmaticas
(Pereira et al., 2002). Contudo, o papel fisiologico destes polissacarideos nos
invertebrados marinhos, principalmente dos ourigos marinhos, esta relacionado com
a indugcdo da reagcdo acrossOmica (RA) no esperma dos mesmos. Estes
polissacarideos estdo presentes nos ovos destes organismos e sao indutores
espécie-especificos desse evento essencial para a fertilizagado (Alves et al., 1997;
Alves et al., 1998; Vilela-Silva et al., 1999; Vilela-Silva et al., 2002).

Galactana Fucana

Figura 8: Representacdo de dissacarideos de galactana e fucana 2-sulfatadas, 3-
ligadas com residuos unidos por ligagdes o13 (Pereira et al., 2002). As posicdes de

cada atomo do anel estdo indicadas de 1 a 6. A galactana apresenta um grupamento
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hidroximetila em C-5, enquanto a fucana apresenta um grupamento metila
(circulados em verde).

A atividade de tais compostos nos invertebrados marinhos €& espécie-
dependente, visto que para a fucana da espécie S. franciscanus o requerimento
estrutural principal é a sulfatagcdo na posicao 2. Esta relagao € confirmada pelo fato
de que a galactana 2-sulfatada de E. lucunter e a fucana 2-sulfatada s&o igualmente
potentes na indugédo da reag&o acrossémica dos ourigos S. franciscanus, ou seja, 0
esperma de S. fransciscanus reage igualmente com a fucana homoéloga e com a
galactana heterologa (Hirohashi et al., 2002). Assim, a reatividade do esperma néo
correlaciona-se apenas com a densidade de carga da fucana, mas com a proporgéo
de sulfatacado na posigcéo C-2 (Vilela-Silva et al., 1999). Logo, o padrao de sulfatagéo
parece ser uma caracteristica importante para o reconhecimento das fucanas pelo
receptor presente no esperma e assim contribui para a fertilizacdo espécie-
especifica (Vilela-Silva et al., 1999; Vilela-Silva et al., 2002). Contudo, as
modificagdes nas posi¢cdes C-5 ndo parecem ser importantes para o reconhecimento
dos receptores no esperma de S. franciscanus, de forma que neste sistema nao ha
distingdo entre as unidades de L-galactose e L-fucose.

As caracteristicas estruturais diversas determinam ndo apenas a poténcia
anticoagulante das fucanas provenientes de invertebrados marinhos, mas também o
mecanismo pelo qual exercem sua atividade. Fucanas ramificadas provenientes de
algas marinhas s&o inibidores diretos de trombina, enquanto as fucanas de
invertebrados marinhos requeram a presencga da AT ou do co-fator Il da heparina
para a inibicdo da trombina (Pereira et al., 1999).

Apesar da enorme semelhanga estrutural entre a galactana e a fucana 2-
sulfatadas, 3-ligadas, apenas a g@alactana apresenta potente atividade
anticoagulante (Pereira et al., 2002a). Contudo, a galactana € menos potente que a
heparina, pois o ICsp para inibicdo de trombina ou fator Xa pela AT é 3,0 ug/mL e
20,0 ug/mL na presenga de galactana, e 0,02 ug/mL e 0,02 ug/mL na presencga de
heparina, respectivamente (Pereira et al., 2002a). A fucana entdo, parece nao
apresentar atividade anticoagulante, pois mostra apenas uma modesta agao através
da AT e necessita doses elevadas para que se possa observar baixa atividade
anticoagulante (Pereira et al., 2002a).
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Sugere-se que 0s mecanismos anticoagulantes mediados pela o-L-galactana
ocorram, assim como a heparina, através da potenciacdo da atividade inibitéria da
AT sobre as proteases da cascata de coagulagao (Melo et al., 2004). Esta inibicao
ocorre possivelmente, através do mecanismo de ponte, visto que galactana € menos
efetiva que a heparina na indugdo de mudangas conformacionais na AT (Melo et al.,
2004). Além disto, apenas galactanas com cadeias maiores que 45 kDa séo capazes
de ligar-se tanto ao inibidor (AT) quanto a protease-alvo (trombina ou fator Xa; Melo
et al., 2004), enquanto que para a heparina, a massa molecular minima necessaria
para potenciagéo da atividade inibitoria da AT € 5,4 kDa (Danielsson et al., 1986).

Os requerimentos estruturais para a atividade anticoagulante destes
polissacarideos indicam que para a interacdo dos mesmos com co-fatores e
proteinas-alvo da coagulagdo sdo especificas e ndo dependem apenas do padréo
de sulfatagdo e da densidade de carga dos seus residuos (Pereira et al., 2002b).
Contudo, as razbes moleculares responsaveis por explicar os efeitos de
substituicbes na posicdo C-5 nas propriedades biolégicas ainda n&do foram
apontados. Assim, dois polissacarideos estruturalmente semelhantes, expressam
atividades bioldgicas distintas em dois diferentes sistemas: ambos polissacarideos
sdo capazes de realizar a indugdo da reagao acrossémica, enquanto apenas a o-L-
galactana apresenta atividade anticoagulante. Para entender estas discrepancias, €
importante identificar as caracteristicas estruturais e conformacionais responsaveis
pelas diferengas nas atividades destes polissacarideos. Elucidadas estas questdes
mecanisticas, a o-L-galactana e a o-L-fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas provenientes
de ourigos-do-mar, apresentam potencial para tornarem-se novos arcabougos para o

desenvolvimento de novos protoétipos a farmacos antitrombéticos.

1.7 Caracterizacao conformacional de biomoléculas por dindmica molecular

(DM)

Segundo a IUPAC, “A modelagem molecular (MM) € a investigacdo das
estruturas e das propriedades moleculares utilizando a quimica computacional e as
técnicas de visualizagdo grafica visando fornecer uma representagéao tridimensional,
sob um dado conjunto de circunstancias” (Sant’Anna, 2002). Dentre os métodos de
MM, estdo incluidas as simulagdes por dinamica molecular (DM), cujo uso para
descrever sistemas protéicos iniciou-se ha aproximadamente 25 anos (Ponder e

Case, 2003). A DM é uma metodologia computacional utilizada para investigar a
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estrutura, a dindmica e as propriedades de moléculas, permitindo desde o estudo de
ligagdo de compostos as suas proteinas-alvo e mecanismos de reacgdo, até a
desnaturacédo e o re-enovelamento de proteinas (Ponder e Case, 2003).

Resultados experimentais, obtidos a partir de estudos cristalograficos, sao
modelos estruturais primariamente estaticos. As propriedades obtidas a partir da
movimentacdo dinamica de moléculas, através de simulagbes por DM, permitem
melhorar a descricdo das moléculas e dos processos bioldégicos nos quais estao
envolvidas, em relagdo aos métodos de difracdo de raios-X e de RMN. As
simulagdes por DM sao uteis para a identificagdo da movimentacdo preferida de
pequenas moléculas ou ligantes, carboidratos, DNA e proteinas, fornecendo
informagdes sobre o comportamento das mesmas e da interagao entre elas (Cohen
et al., 1990), através da representagdo das condigdes fisiologicas.

A DM é um procedimento que consiste na computagdo do movimento dos
atomos em uma molécula de acordo com as leis de movimento de Newton. A
geragado de uma trajetoria dos atomos em fungéo do tempo, na forma de uma lista
de posigdes e velocidades (Leach, 2001) ocorre através da integragao sucessiva da
equacdo: d’r(t)/dt?=F,/m;, sendo d*r(t)/dt® a aceleracdo, m; a massa e F; a forca
sobre o atomo i (Leach, 2001). Esta integracdo sera realizada sobre todos os
atomos do sistema, de forma que a forga F; acarretara numa aceleragdo sobre o
atomo j e, em consequéncia, na mudanga de sua posicdo num intervalo de tempo At
relativo a aceleracdo. O resultado desta integragdo € uma trajetoria, a qual é uma
sequéncia de diferentes posigdes dos atomos em fungdo do tempo (Leach, 2001).

A forca sobre cada atomo € calculada em fungdo de mudangas na energia
potencial entre a posi¢cao atual e a posi¢cao seguinte, ou seja, a que representara o
préximo passo da simulagdo. Esta superficie de energia potencial representa a
energia de cada molécula, sendo descrita pelo denominado Campo de Forga. O
campo de forga pode ser definido como um conjunto de fungbes e parametrizagdes
que descrevem a posicao de cada um dos atomos do sistema em fungdo do tempo
(Leach, 2001).

Os métodos de mecéanica molecular baseiam-se na visédo classica da estrutura
molecular como um conjunto de esferas unidas por molas, com constantes de forga
caracteristicas. O campo de forga, juntamente com a forma funcional e as
parametriza¢des adicionais, expressa o somatorio das fungdées da energia potencial
de cada atomo, e a energia do sistema é calculada como fun¢do das posi¢cdes dos
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nucleos dos atomos (Leach, 2001). Em muitos campos de forga, como no
GROMACS, estas fungdes (Figura 9) definem as energias de estiramento de ligagao
e de distor¢do de angulo de ligacéo (tanto de valéncia quanto de diedro) de uma
molécula, quando comparadas com a sua conformacdo ndo tencionada
(caracterizada pelos valores-padrao de comprimentos e de angulos de ligagdo), ou
seja, descrevem as mudangas de energia associadas aos desvios das ligagdes e
angulos de seus valores de referéncia (Leach, 2001). Os campos de forga podem
conter termos de interagdo entre atomos nao ligados, como efeitos eletrostaticos,
interagdes de hidrogénio e outros efeitos estruturais.

E= YK (-n) np @w@ <— Ou@

ligagdo

= Z Kn (9_90)2 “-

angulo

+ Z K, [1+cos(ng—y)|

diedro

£ Z ;J; - 2 Interagbes eletrostaticas

» Fotencial de Lennard-Jdonhes

Figura 9: Exemplos de fungdes de energia que compdem os campos de forga. De
cima para baixo estao representadas as equacdes que descrevem o estiramento de
ligagbes quimicas, angulos de ligacdo, diedros e interagbes intermoleculares

(potencial de Lennard-Jones e interagdes eletrostaticas).

Diferentes campos de forca estdo disponiveis para simulagdes por DM
envolvendo, principalmente, proteinas. Contudo, existe uma caréncia de campos de
forga especificos para carboidratos, a excegdo do campo de forcza AMBER (Weiner
et al., 1986). Neste sentido, o Grupo de Bioinformatica Estrutural vem se dedicando
ao uso, parametrizacdo e desenvolvimento de campos de forca de MM para a
descrigao e caracterizagao de polissacarideos envolvidos no sistema da coagulagéo

sanguinea. Os métodos de MM permitiram a realizagcdo de trabalhos objetivando
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principalmente a parametrizagcao do campo de forca GROMACS para carboidratos, o
que possibilitou a realizacdo de simulagdes por DM da heparina na escala de
nanosegundos (Verli e Guimarées, 2004) e a escolha de um esquema de cargas
adequado para a descrigao da mesma (Becker et al., 2005). Assim, foram criadas as
condicbes necessarias para a descricao do complexo pentassacarideo sintético-AT
através de simulagbes por DM (Verli e Guimardes, 2005). Atualmente, um dos
trabalhos nesta linha envolve a descricdo da conformagao do residuo IdoA presente
na estrutura da heparina, através da identificacdo das forgas determinantes da
preferéncia conformacional do IdoA em oligossacarideos (Pol-Fachin e Verli, 2007).
Apesar da necessidade de novos agentes terapéuticos, o processo de
desenvolvimento de farmacos em geral, € complexo, oneroso e demorado (Kaitin e
DiMasi, 2000; Kaitin e Healy, 2000). Dada sua duragdo e custo, consideragdes
cuidadosas de todos os fatores que tém impacto nestes processos sido necessarias
para alocar apropriadamente recursos para pesquisa e desenvolvimento (DiMasi,
2001; Hirsh et al., 2005). Neste sentido, a MM surge como uma ferramenta para
reduzir o tempo total e os custos do desenvolvimento de novos agentes, pois as
simulagées por DM realizadas nestes trabalhos sdo baseadas em ferramentas
disponiveis gratuitamente e sdo caracterizadas pelo custo computacional razoavel.
As mesmas demonstram que as simulacdes por DM podem ser utilizadas na
determinacao tanto da conformagao de GAGs complexos, quanto na identificagcao
dos aspectos moleculares da interacdo dos mesmos com suas proteinas-alvo, bem

como a proépria caracterizacao das proteinas.
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2 Objetivos

Em vista da caréncia de informagdes estruturais e dindmicas acerca da
interagdo entre GAGs obtidos de fontes animais com proteinas da cascata de
coagulagdo, um dos objetivos da presente dissertacdo é o estudo do
reconhecimento molecular de GAGs de ouricos-do-mar, nao relacionados
estruturalmente a heparina, pela AT. Desta forma, o trabalho visa identificar as
razbes moleculares responsaveis para os diferentes comportamentos da AT frente a
galactana e a fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas. Adicionalmente, objetiva-se a
determinacdo da conformagdo da estrutura glicosidica da AT. Assim, as seguintes
metas foram estabelecidas:

» Descricado das propriedades conformacionais das galactanas e fucanas 2-
sulfatadas, 3-ligadas;

» Proposicdo da estrutura tridimensional dos complexos galactana-AT e
fucana-AT,;

» Descricdo das propriedades conformacionais da estrutura glicosidica da
AT.
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3 Metodologia

3.1 Programas utilizados

Diversas metodologias de MM foram utilizadas na presente dissertacéo,
incluindo DM, calculos ab initio e docking. Os protocolos referentes a cada um
destes métodos serdo descritos adiante.

Os programas utilizados incluem:

> Ferramentas de visualizagdo de moléculas: VMD (Humphrey et al.,
1996) e Molden (Schaftenaar, 1997);

> Programa para calculo ab initio: GAMESS (Schmidt et al., 1993);

> Programa para construgdo de mapas de contorno e simulagdes por
dinamica molecular: GROMACS (Berendsen et al., 1995; van der Spoel
et al., 2004);

> Programa para geragao de topologias: PRODRG (van Aalten et al.,
1996);

> Programa para Vvisualizagcdo e analise de varias proteinas
simultdneamente e manipulagdo de sequéncias polipeptidicas: Swiss-
PDB Viewer (Guex & Peitsch, 1997);

> Programa para realizagdo de docking automatico: Autodock 3.03 (Morris
et al., 1998).

3.2 Calculos ab initio

Uma importante etapa na parametrizacdo de campos de forca de mecanica
molecular € a obtengdo de cargas atbmicas parciais. Particularmente no caso de
poli-anions (como polissacarideos sulfatados) e poli-cations, tal procedimento torna-
se crucial para a descricdo adequada das propriedades fisico-quimicas da molécula
de interesse, tendo-se em vista a uniformizacdo do conjunto de cargas. Neste
sentido 0 nosso grupo desenvolveu um procedimento para a obtengdo de cargas
atbmicas parciais utilizando métodos ab initio e o esquema de Lowdin (Verli e
Guimaraes, 2004; Becker et al., 2005).

Desta forma, a partir de procedimentos previamente descritos pelo grupo para
a obtencdo de cargas atébmicas e da necessidade de geragdo de parametros para
novos grupos de carga, presentes em monossacarideos ainda ndo estudados pelo
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grupo, i.e., galactose 2-sulfato, fucose 2-sulfato, manose, galactose, acido sialico e
N-acetilglicosamina (Figura 10), cada residuo foi construido e posteriormente
submetido a minimizagcdo de energia utilizando a base 3-21G. As conformacgdes de
minimo de energia obtidas foram utilizadas para calculos single point na base HF 6-
31G’, de forma a gerar cargas atémicas de Loéwdin (Tabela 4; Schmidt et al., 1993).

CH,OH
H 0]
¢ H
OH O
OH OH
OH H H o H
Galactose 2-sulfato Fucose 2-sulfato Manose
OH
O OH
0
\[(N ¢ OH
o N# f
H COO-
OH H
Galactose Acido Sialico

Figura 10: Estruturas da galactose 2-sulfato, fucose 2-sulfato, unidades sacaridicas
que compdem a galactana e a fucana, respectivamente, e manose, galactose, acido

sialico e N-acetilglicosamina, unidades que compdem a estrutura glicosidica da AT.

Para a geracdo de cargas para as ligagdes glicosidicas foram utilizados
dissacarideos nao-sulfatados de galactana e de fucana conforme protocolo ja
descrito (Verli e Guimaraes, 2004; Becker et al., 2005). Da mesma maneira, para o
estudo das ligagdes glicosidicas da estrutura de glicosilagdo da AT, esta foi dividida
em dissacarideos, de forma a contemplar as diversas ligagdes glicosidicas

presentes nesta estrutura.

3.3 Calculos de constantes de acoplamento

Os métodos de ressonancia magnética nuclear (RMN) podem fornecer
informacdes estruturais ao relacionar o acoplamento do spin NJxy, com parametros
geomeétricos (diedros proprios ou angulos de torsdo) através da equagao de Karplus,
onde N denota o numero de ligagdes que separam dois nucleos e, X e Y denotam o
tipo de atomo envolvido (Haasnot et al., 1980; Caffarena et al., 2005). Esta equagéao
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considera a dependéncia de J ao angulo de diedro (®) do fragmento H-C-C-H e as
eletronegatividades e orientagdo dos substituintes, conforme equacgao (1), onde &
representa +1 ou -1 de acordo com a orientagdo do substituinte em relacdo ao seu
proton geminal e Ay; s&o fatores de eletronegatividade. Assim, a partir da equacao
de Karplus, pode-se calcular as constantes de acoplamento (*Ji ) tedricas para uma
dada conformagcdo molecular e compara-las com as determinadas
experimentalmente para o mesmo diedro. Desta comparacgao € possivel caracterizar

qual conformagao ou proporgao de conformacgdes sdo observadas em solucio.
Jnp = P cos? (@) + P, cos(®@)+ P3 + X Ay; (P4 + Ps cos? (@ + Ps | Ayil) (1)

Assim, a partir da equacdo de Karplus, pode-se calcular as constantes de
acoplamento (*Ji ) tedricas para uma dada conformacdo molecular e compara-las
com as determinadas experimentalmente para o mesmo diedro. Desta comparacgao
€ possivel caracterizar qual conformagdo ou proporcdo de conformacdes sao
observadas em solucéo.

Os residuos de galactose 2-sulfato e fucose 2-sulfato, tanto nas conformagdes
'C4 quanto “C4, foram submetidos a otimizagdo da geometria utlizando calculos ab
initio no nivel 3-21G. Para cada geometria obtida, foram calculadas as constantes de
acoplamento ®Jy.+ tedricas para hidrogénios vicinais utilizando a parametrizagao de
Hasnoot-Altona para a equacéo de Karplus (Haasnot et al., 1980) e os valores foram
comparados com as constantes de acoplamento 3Ji 4 experimentais (Pereira et al.,
2002a).

3.4 Calculos de mecénica molecular para geragao de mapas de contorno

Mapas conformacionais para dissacarideos, analogos aos mapas de
Ramachandran, podem ser gerados, utilizando-se campos de for¢ca de mecanica
molecular, para investigar a preferéncia conformacional dos angulos de diedro de
ligacdes glicosidicas. As diversas conformag¢des de dissacarideos sao geradas
através da rotagcdo dos angulos de diedro ® e ¥ (e o, para ligagées o1—6; Figura
11), de —-180° a 180° em passos de 30°, gerando um total de 144 conférmeros para
cada dissacarideo. Os passos de 30° foram escolhidos para a determinagdo de uma
geometria inicial, ndo sendo necessarios passos menores em fungao do refinamento

posterior através de simulagdes por DM. No caso da ligagdo o1—6, como a ligagéo
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glicosidica é composta por trés diedros, sdo gerados 144 conférmeros para cada par
de angulos, ou seja, 144 para ¢-y e 144 para y-o. Utilizam-se restricbes para os
angulos de diedro da ligagéo glicosidica, ou seja, quando ¢-y sao avaliados, seus
angulos séo fixados nos valores determinados, enquanto ® permanece livre e,
quando avaliam-se y-w, o angulo ¢ permanece livre (Figura 11). Apds, cada
conférmero é submetido a minimizagdo de energia com dupla preciséo e o algoritmo
gradiente conjugado por 10.000 passos. A estabilidade relativa de cada
conformagao obtida, baseado no campo de forca GROMACS (Berendsen et al.,
1995; van der Spoel et al., 2004) e nas cargas atdbmicas de Lowdin no nivel HF/6-

31G** (Verli e Guimaraes, 2004), sdo utilizadas para a construgdo dos mapas de
contorno.

Ligacdes a1—6

¢ =05-C1-01-C8
w =C1-01-C6 —C5
©=01-C6 - C5 — C4’

W= CHZOH,CH3,3CH(OH)3
Z = H,080,,NCOCH,
Ligagdes a1—3 R =0OH, COO-

¢=05-C1-01-C3
w =C1-01-C3 —C4’

Figura 11. Angulos de torsdo que definem as ligagdes glicosidicas a1—6 e o1—3.
3.5 Simulag¢ées por DM

3.5.1 Protocolo de simulagao

As simulagdes por dinamica molecular (DM) foram realizadas de acordo com o
protocolo geral de simulagbdes previamente descrito (de Groot e Grubmuller, 2001).
Todas as simulagdes foram realizadas a temperatura ambiente (310K) e presséo
constante (1 bar), i.e. NPT, com duragdo variavel, de acordo com o sistema em
estudo (de 3,0 a 10,0 ns). Cada molécula (polissacarideo ou complexo proteina-

polissacarideo) foi solvatada numa caixa retangular utilizando condigbes periddicas
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de contorno e o modelo de agua SPC (Berendsen et al., 1987), com distancia de 1
nm entre o soluto e a caixa. lons sédio foram adicionados de forma a neutralizar as
cargas dos sistemas.

Cada conjunto de soluto, moléculas de agua e contra-ions, foi entdo submetido
a minimizagdo de energia por aproximadamente 10.000 passos utilizando o
algoritmo Steepest Descents. A estrutura entdo minimizada foi utilizada como ponto
de partida para simulagbes por DM. Os métodos Lincs e Settle (Hess et al., 1997;
Miyamoto e Kolman, 1992) foram aplicados na restricdo de ligagbes covalentes de
forma a permitir um passo de integracdo de 2fs, enquanto as interagdes
eletrostaticas foram calculadas utilizando o método Particle-Mesh Ewald (PME,
Darden et al., 1993). A temperatura e a pressdo do sistema foram mantidas
constantes através do acoplamento separado de proteina, carboidrato, ions e
solvente a banhos externos de temperatura e pressao, utilizando constantes de
acoplamento de, respectivamente, 1 = 0,1 ps e T = 0,5 ps (Berendsen et al., 1984).
Foi utilizado o valor de € = 1 para a constante dielétrica do meio.

As simulagdes por DM podem ser divididas em trés etapas: termalizacéo,
equilibracdo e recolhimento de dados. A termalizagdo envolve o aquecimento
gradativo do sistema e visa uniformizar as energias contidas na estrutura
cristalografica evitando, assim, deformagdes nas macromoléculas. Nesta etapa, o
sistema € aquecido lentamente e em cada passo ha o aumento da temperatura em
50 K, iniciando em 50 K até 310 K. O aumento de 50 K caracteriza passos durando
5ps e, até seu término, a termalizagdo compreende 6 passos, totalizando 30 ps
(Figura 12). Apos a termalizagao do sistema, a simulagdo prossegue na temperatura
de equilibrio de 310 K, pelo tempo estipulado (de 3,0 ns a 10,0 ns), o qual inclui as

etapas de equilibragao (varia dependendo do sistema) e recolhimento de dados.
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Figura 12: Esquema das etapas que compde as simula¢gdes de DM a 310K. De Ops
a 30ps, uma série de etapas, de 5ps cada, aquece lentamente o sistema em
incrementos de 50K. Apds 30ps, o sistema esta a 310K e se mantém nesta

temperatura pelo restante da simulagéo (Verli, 2005).

3.5.2 Construgao de topologias

A topologia é um arquivo contendo os pardmetros que descrevem as
propriedades atbmicas de uma determinada estrutura quimica, e permite a
complementacdo e o refinamento de parémetros ja inclusos no campo de forga
GROMACS, ie. descricdo da forca e tipo de cada ligagdo quimica, angulos e
diedros, bem como parametros de Lennard-Jones e cargas atébmicas. Visando
viabilizar a simulagdo de polissacarideos, ie., galactana 2-sulfatada, 3-ligada,
fucana 2-sulfatada, 3-ligada, e estrutura glicosidica da AT, utilizou-se a ferramenta
de construgao de topologias denominada PRODRG (van Aalten et al., 1996).

O PRODRG é um servidor que gera um arquivo de topologia para simulagdes
com o pacote e campo de forga do GROMACS. A topologia entdo obtida foi refinada
pelo acréscimo das cargas atdbmicas oriundas de calculos ab initio (Tabela 4) e pelo
controle da conformagédo de hexopiranoses (Verli e Guimaraes, 2004, Becker et al.,
2005; Verli, 2005; Tabela 2). A definigdo dos estados conformacionais dos residuos
de galactana e fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas e da estrutura de glicosilagdo da AT
(4C1 e 1C4), foram realizadas pela adicdo de diedros improprios nos respectivos
arquivos de topologia de cada conférmero. A mudanga do angulo de diedro no
arquivo de topologia torna possivel alterar a conformagdo dos monossacarideos
durante as simulagbes (Tabela 2), permitindo o controle das caracteristicas dos

mesmos.
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Tabela 2: Principais conformag¢des adotadas pelo residuo de IdoA conforme
Recomendagdes da IUPAC (IUPAC-IUB, 1980) e diedros improprios utilizados para
definir a conformacgdo de hexopiranoses. A forma ciclica do anel € designada por
uma letra maiuscula, em italico (C descreve a conformagédo de cadeira e S a de
bote-torcido - skew-boat), e por numeros, que distinglem as possiveis variantes
conformacionais de uma mesma forma. O atomo localizado acima do plano do anel
tem seu numero sobrescrito antes da letra maiuscula e o atomo localizado abaixo do

plano tem seu numero subscrito apds a letra maiuscula.

2
S
s H 7 HZ oso,
-0,C
' _oH
HO OH
4 0 3
Sequéncia de atomos Angulos (em graus)

definindo o diedro Cs4 “C, ‘S,
5-2-4-1 2,0 -2,0 30,5
5-2-3-1 -23,0 23,0 45,0
5-2-3-6 2,0 -2,0 30,5

3.5.3 Validagao das simulagdes por DM

A validacdo dos resultados obtidos das simulagdes por DM foi realizada
através da comparacdo com resultados experimentais prévios, e.g. estrutura
cristalografica, estrutura de RMN e dados bioquimicos, assim como da observagéo
da estabilidade dos sistemas estudados, seja pela manutencdo da estrutura

secundaria, energia, densidade e volume.

3.6 Experimentos de Docking

Os experimentos de docking envolvem a predigao da orientagdo de um ligante
dentro do sitio ativo de uma proteina ou receptor-alvo (Leach, 2001). Objetivando
avaliar a orintagdo dos decassacarideos de galactana e de fucana 2-sulfatadas, 3-
ligadas quando complexadas a AT, foram realizados experimentos de docking,
utilizando o programa de docking automatico Autodock 3.03 (Morris et al., 1998).
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Os parametros dos experimentos de docking foram otimizados através de um
estudo sistematico dos mesmos. A validagao de tais experimentos ocorreu através
da reprodugdo da orientagcdo da estrutura cristalografica do pentassacarideo
sintético com a AT (PDB 1E03).

Nos experimentos de docking realizados, as cargas atdbmicas empregadas para
os ligantes foram derivadas dos esquemas de Lowdin, obtidas através do método
HF/6-31G** do programa GAMESS (Verli e Guimarées, 2004; Becker et al., 2005). A
estrutura da AT utilizada para o docking com os decassacarideos de galactana e
fucana foi sua estrutura cristalografica complexada ao pentassacarideo sintético
(PDB 1E03, resolugédo = 2.6 A). O ligante original e as moléculas de solvente foram
removidos antes da realizacdo do docking e apenas hidrogénios polares foram
adicionados. As cargas para os atomos da proteina foram obtidas da versdo do
AutoDock do pacote/campo de forca GROMACS (Berendsen et al., 1995; van der
Spoel et al., 2004).

O Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA) foi utilizado para explorar o espago de
ligacdo e o numero de runs foi de 100. O AutoGrid foi utilizado para a delimitagdo do
sitio ativo e o tamanho do grid foi definido para 100 x 100 x 100 pontos, com um
espaco do grid de 0.375A centrado no sitio de interagcdo do pentassacarideo
sintético com a AT. A caixa (grid) incluiu o sitio de interagdo do pentassacarideo com
a AT e solvente, provendo espacgo suficiente para rotagdo e translagéo do ligante.
Para cada calculo, um numero maximo de avaliagdes de energia foi definido 300.000
e o maximo de 270.000 operacées LGA foram geradas em populagcées de 600
individuos. Operadores para tamanho do crossover, mutacdoes e elitismo foram
selecionados como 0.80, 0.02, e 1, respectivamente. As geometrias da galactana e
fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas foram selecionadas das conformagdes obtidas como

representativas de grupos de conférmeros de menor energia gerados pelo Autodock.
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4 Resultados

4.1 Preadmbulo

Os resultados obtidos serdo apresentados a seguir na forma dos trabalhos
aceitos ou submetidos para publicacdo durante a realizacdo da presente
Dissertacdo. Estes trabalhos estao citados abaixo, assim como uma breve descri¢ao

sobre cada um.

» Camila F. Becker, Jorge A. Guimaraes, Paulo A. S. Mourdo, Hugo Verli:
Conformations of sulfated galactans and fucans in aqueous: implications to
their anticoagulant activities J. Mol. Graph. Model., 2007a, in press.

Este trabalho apresenta a aplicacdo de ferramentas de MM no estudo
conformacional de polissacarideos sulfatados obtidos de invertebrados marinhos,
como a galactana e a fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas, bem como a caracterizagdo de
seus complexos com a AT utilizando métodos de docking e posterior refinamento

através de simulag¢des por DM.

» Camila F. Becker, Jorge A. Guimardes, Hugo Verli: Conformational
characterization of the glycan structure of antithrombin. Carbohydr. Res.,
2007b, em preparacao.

Este trabalho apresenta a descricdo do perfil conformacional do
oligossacarideo constituinte da estrutura da AT através de métodos de MM,
incluindo a construgado de mapas de contorno e da realizagao de simula¢des por DM

desta estrutura glicosidica.

A seguir, serdo apresentados um resumo e a integra de cada manuscrito.
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4.2 Trabalho Il

Este trabalho descreve o perfil conformacional da galactana e fucana 2-
sulfatadas, 3-ligadas em solugdo aquosa utilizando métodos de MM, bem como sua
complexacado com a AT. Estes polissacarideos podem ser isolados e caracterizados
de invertebrados marinhos e apresentam unidades repetitivas de oligossacarideos
simples, lineares e bem definidas. Apesar da semelhanca estrutural, apenas a
galactana apresenta atividade anticoagulante.

A comparacdo das constantes de acoplamento determinadas por RMN e
tedricas confirmou a conformacéo 'C, como predominante para os monossacarideos
nestes polissacarideos. Tal resultado foi corroborado pelos mapas de caracterizacao
conformacional obtidos, os quais indicaram que a forma 'C, confere maior
estabilidade as conformacdes dos dissacarideos do que a forma “C.

As simulagdes por DM de decassacarideos de galactana e fucana 2-sulfatadas,
3-ligadas indicam que ambas apresentam perfis conformacionais semelhantes em
solugdo aquosa. A identificacdo dos possiveis modos de ligagdo de cada
conformagado da galactana e da fucana na interagdo com a AT foi realizada através
de experimentos de docking, e os complexos obtidos foram posteriormente refinados
por simulagdes por DM em solugcdo aquosa. Os resultados mostram que os dois
polissacarideos apresentam orientacdes distintas na interacdo com a AT, o que
explica as diferengas nas suas atividade bioldgicas.

Conformations of sulfated galactans and fucans in aqueous

solution: implications to their anticoagulant activities

Camila F. Becker, Jorge A. Guimarées, Paulo A. S. Mour&o e Hugo Verli

Journal of Molecular Graphics and Modelling, 2007a, in press.
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Abstract

The discovery of sulfated galactans and suitfated fucans in marine invartebates with simple and ordered structures openad new perspectives tn
investigate the hiological sctivity of these molecules and W defermine whether different structures confer high alfmiy fora particular protein, We
undertonk & conformational analysis of a Zsulfated, 3-linked a1 -galactas s of & cor-Tocan with similar structure. Thiough companson between
thenrstical and NMR derived coupling constants. we chserved that the pyranese vings are pradominantly in the 'C, conformation in these
pelvaacharsdes. Addi Iy, the ged vy ol the glyoiadic linkages wis determmed based on Ruce fleld celowatons, mdicating tha the two
poelyarccharnides hase similar conformuations in solution. Since the salfsted wasgalsctan, bul not the wo-fucan potentisles antithrombin (AT}
inhibution of thrambm, the selution conformations of the compounds were docked mto AT wid the complenes oblsinsd were vefined through
maolecular dynamics cakoulations, The obiained results indicales extremel y different crientations For the two polysaocharides, which well corvelates
and ¢ xplain their distinet anticeagulam activities. Finglly, the moleculir mechiniam of & selecuve 2-desulfation résction, olserved mmong sl faed

Tucans, was explamed a8 a consequence of an intrmmolec il hydrogen bond capalde of asistng 10 We redeval of the chaged gooug.

2 2007 Poblished by Elkevier Inc.

Eewants: Carbohydrate modeding, Malecslar dyramics; Anticoagelunt activity, Antihaonebin: Sclective desalfatin

1. Introduction

Sulfared polysacchandes, as negmively charged compounds.
are capable of binding with any basic proteis at severat levels of
spevificily. Such feature divects the physieal-chemical proper:
ties of these macromolocules as they can bisd and maodify the
activity of many biological proteins, leading to the oceurmence
of pon-specific bivjogical activities. On the other hand, suveral
systems have been identitied in which differences in patems of
sulfation along a polysaccharide chain confer high affinity tora
particular protein and are involved in bodh cellular and
molecilar recogaition events [ 1} For example, the roke of

¥ Comesponding anthor at: Faculdade de Fambcda, Unlversidade Fedaral do
Rio Grande 3o Sul, Av Ipimnga 2752, Poro Alegre 610000, Brawil.
Tal.: +55 51 3316 777k fax: +55 51 3316 7309,
E-maif adinss: hvedigbchiot.ofrpebr [H. Verliy

HR3-3245 — sce front madter o 2007 Published by Elsevier e
o 1O, L6 jrasaa Z00T H1 008

O-sulfute, Curboxyiate, asd N-sulfe groups in AT setivation by
heparin b5 well decemented [2.3]

Sulfated fucans and sulfared gadactans obtained from marine
imvertehrates constitute a group of pofysechandes with potent
biological agtivities. These compounds have simple and ordered
strpctures, with differences 1 the specifie patterss of sulfation
anddor position of the ghwosidie Hinkages within thelr repoating
units {48, Structural stedies of these poly sacehanides constitute
a promising approwcl: 1o invest gae these smsearal differencos
ard. specialy. o dewermine whether distinet patieon of sulfation
atong o sulfted fecans or o sulfaed palactans confer specific
affinity for o partwslar pridein.

In fact, these mvertebrate polysaccharides were used to
cluctdate structure-function relationships concerning to ther
anficoaguiant asctivities 9] and revealed that the structurad
requirements for interaction of sulfuted galactans and sulfaled
fucans with coagutation cofactors and their target proteases are
specific and mot menely 8 consequence of their charge density
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Fig. 1. Deduced structures of the sulfated ae-L-galactan (A) and sulfated L
fucan (B) from Echinometra lucunter and Strongyvlocentroms franciscanus,
respectively. Adapted from Ref. [34].

and sulfate content. In particular, a 2-sulfated, 3-linked c-L-
galactan, but not a c-L-fucan with similar structure (Fig. 1), isa
potent thrombin inhibitor, an effect mediated by AT.

In this context, the current work intends to describe the
structure of sulfated fucan and sulfated galactan by means of
molecular modeling techniques, both in solution and com-
plexed to AT, as a further step to elucidate the structure-activity
relationship in this class of anticoagulant polysaccharides. Our
data suggest that the sulfated fucan and the sulfated galactan
have similar conformations in solution, but extremely different
orientations in the binding site. Such distinct orientations,
through comparison with the currently available experimental
information on AT-thrombin-heparin temary complex, plenti-
fully support the anticoagulant activity of galactan and the lack
of activity of fucan.

2. Methods
2.1, Nomenclature and sofiware

The recommendations and symbols of nomenclature as
proposed by ITUPAC [10] were used. The relative orientation
of a pair of contiguous sugar residues is described by two
torsional angles at the glycosidic linkage, denoted ¢ and
angles. For a(l — 3) linkage the definitions are those shownin
Eqgs. (1) and (2):

¢ =0-5-C-1-0-1-C-3 (1)

Y= C-1-0-1-C-3'-C4' 2)

The topologies of sulfated galactan and sulfated fucan were
generated with the PRODRG program [11], the ab initio calcu-
lations were performed using GAMESS [12], manipulation of
structures was performed with MOLDEN program [13], and all
the MD calculations and analysis were performed using the
GROMACS simulation suite and forcefield [14].
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2.2, Topology construction

Oligosaccharides (di- and decasaccharides) of 2-sulfated, 3-
linked oe-L-galactan and 2-sulfated, 3-linked «-L-fucan (Fig. 1)
were constructed in both 4C] and ]C4 conformational states of
w-L-galactopyranose and wa-L-fucopyranose rings. Each struc-
ture was submitted to the PRODRG server and the initial
geometries and crude topologies were retrieved. As previously
described [15], the PRODRG topology was modified to include
some refinements such as improper dihedrals in galactopyr-
anose and fucopyranose rings to keep the conformation of the
ring in one or another chair form.

The employed atomic charges are derived from Lowdin
scheme, obtained at the HF/6-31G*# level using GAMESS
program. Previous data of our group indicates that the atomic
charges so obtained reproduces with high accuracy the geometry
of anticoagulant polysaccharides like heparin, both in solution
[15] and in complex with its target protein [16]. Moreover this
approach produces equivalent results when compared to
electrostatic adjusted atomic charges, while presenting less
dependence on compound conformation [17].

2.3 Coupling constants calculation

In order to obtain theoretical 3J’H_H coupling constants for
the ce-L-galactan and c-L-fucan in both 1€, and *C, forms, we
submitted monosaccharides of each compound in the two
conformations to full-geometry optimization using ab itio
quantum mechanical computations at the 3-21G level with
GAMESS. Hessian matrix analyses were employed to unequi-
vocally characterize the optimized structures as true minima
on the potential energy surface. The so obtained geometries
for endocyclic angles were used to calculate theoretical 3.."H_H
coupling constants using the Haasnoot-Altona parameterization
of the Karplus equation [18].

2.4, Calcwlation of energy contours

Conformations of galactan and fucan disaccharides were
generated by varying the @ and ¥ dihedral angles from — 180 to
180° with a 30° step, in a total of 144 conformers. Each
conformer was energy minimized with double precision and
conjugated gradients for 10,000 steps, using restraints for @
and ¥ angles, thus allowing the rest of the molecule w be
energy minimized. Due to the observation of highly positive
intramolecular interactions in some conformations, the energy
of the system was further reduced in a molecular dynamics
simulation of 5 ps at 10 K, with an integration step of 0.5 fs.
The relative stabilities of each conformation so obtained, based
on GROMACS force field and HF/6-31G*#* Lawdin atomic
charges, were used to construct the contour plots shown in
Fig. 2.

2.5, Docking procedures

Docking procedures were performed with Autodock,
version 3.03 [19]. The employed atomic charges for the

Please cite this article in press as: CF. Becker et al., Conformation of sulfated galactan and sulfated fucan in aqueous solutions: Implications to
their anticoagulant activities, J. Mol. Graph. Model. (2007), doi: 10.1016/j jmgm.2007.01 008
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Fig. 2. Comparison of a-L-galactose and a-L-fucose disaccharides contour plots. (A) sulfated galactan in 'C, conformation; (B) sulfated galactan in *C,
conformation; (C) desulfated galactan in 'C, conformation; (D) desulfated galactan in 4C, conformation; (E) sulfated fucan in 'C4 conformation; (F) sulfated fucan in
4(.'.'. conformation; (G) desulfated fucan in 'C4 conformation; (H) desulfated fucan in 4(.'.'. conformation. Contour levels are shown at every 20 kJ mol ™! from 20 to

100 K mol™ ",

ligands are derived from Lowdin scheme, obtained at the HF/6-
31G** level. The AT crystal structure complexed with the
synthetic pentasaccharide (PDB entry 1E03) was used. The
original ligand (synthetic pentasaccharide) and water mole-
cules were removed prior to docking procedures and only polar
hydrogens were added. The Lamarckian Genetic Algorithm
(LGA) was used to explore the space of the binding site,
centered on synthetic pentasaccharide interaction site on AT.
Step sizes of 2 A for translation and 15 A for rotation were
chosen, and a maximum number of energy evaluations was set
to 300,000. For each run, a maximum number of 270,000 LGA
operations were generated on populations of 100 individuals.
Operator weights for crossover, mutation, and elitism were set
to 0.80, 0.02, and 1, respectively. Orientations of sulfated fucan
and sulfated galactan at the binding site were selected from the
docked conformations as representative of the lower energy
clusters generated by Autodock. Since the compounds were
keptin their solution conformations in docking calculations, i.e.
the dihedral angles were not allowed to rotate, further
refinements of the complexes were performed using MD
dynamics simulations.

2.6. Molecular dynamics calculations

The minimum energy conformations obtained from contour
plots were used as a starting point for MD simulations in
agueous solution of galactan and fucan using the GROMACS
suite [14]. The compounds were solvated in a rectangular box
using periodic boundary conditions and SPC water model [20]

followed by the addition of 10 Na* ions in order to neutralize
the simulated system.

These different oligosaccharide-water—sodium systems were
submitted to a steepest descent minimization and MD simu-
lations for 3 ns and the AT-decasaccharide—water—ion systems
were simulated for 8 ns, applying the Particle-Mesh Ewald
method [21], at 310 K. The system was heated slowly from 50 to
310 K, in steps of 5 ps, each one increasing the reference
temperature by 50 K. The thermalization, together with the first
nanosecond, was considered as equilibration, and all analyses
were performed over the remaining part of the trajectory. Data
concerning the decasaccharide structure were obtained by
averaging over five values for the same linkage located in
different positions in the decasaccharide. The average of these
property values indicates not only deviations within a single
linkage but also contributions from different positions in the
polysaccharide, as reported before [22]. To determine if a
hydrogen bond does exist, a geometrical criterion was used, i.e.
r<35A (donor-acceptor distance) and « > 120° (donor—
hydrogen—acceptor angle) [14].

3. Results and discussion
1. Conformation of the pyranose rings

The NMR obtained scalar coupling constants are very
similar for the sulfated «-L-galactan and the sulfated ce-L-fucan

(Table 1), and their values cannot explain the difference in
anticoagulant activity of these two polysaccharides. However,

Please cite this article in press as: C.F. Becker et al., Conformation of sulfated galactan and sulfated fucan in aqueous solutions: Implications to
their anticoagulant activities, J. Mol. Graph. Model. (2007). doi:10.1016/j.jmgm.2007.01.008
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Tubbe |
Experimental (NMR ) and theoretival ‘.Im; {Hz} coupling conctants of wifsted
ceL-galacatan and sulfuted o-fucam in their °Cp amd '€, forms

Palysacchanide Atams iiw (Ha
Expurimenial™ From ab inivio calculations
%, ic,
Subfated H1-H2 30 114 nm
galscian HI-H2 13 412 833
Sulfated Hi-H2 il 1.05 12
figcan H-H3 95 381 8160

® From Ref, [ 34].

i the analysis of polysaccharide conformation the coupling
constunts are very useful to determine the solution conforma-
tion of sulfated fucan and sulfated galactan pyrmose rings. In
fact, itis well documented that vicinal coupling constants can
be related o the orsion angle around the bond connecting the
coupled atoms with a Karplus-type relationship [23].

Considermg that the couplings are dependent on the nature
and orientation of the substituents along the coupling pathway,
m addition to the torsion angle. we used the Haasnoot-Altona
parameterization of the Karplus equation { 18], which accounts
for the clecwonegativity of the substtuents. Based on ab iitio
derived conformations of the pyranose rigns found in the
sulfated «1-galactan and sulfated c-i-fucan, either in 'Ciorin
*Cy chair conformations, we obtained H-C—C-H dihedral angle
geometrics. which were then used © estimate *Jyg gy coupling
constants (Table 1} X

Comparison between the experimental and theoretical “fyp
coupling constants (Table 1) clearly indicates that the 'Cy chair
conformation 1s the predompant pyranose form m solution for
both sulfaed galactan and sulfated fucan. The observed
deviations between calculated and experimental values (up
~2 Hz) were previously observed in similar conditions {241,
and are possibly due toa relative lack of parametenzation of the
Karplus relationship between coupling constants and dihedral
angles for charged carbohydrates [23], notably sulfate
compounds [26]. This deviation from experimental data,
however, does not impair the consideration of being the 'C,
chair as the almost exclusive conformation of the mono-
saceharides in solution of the sulfated galactan and the sultated
fucan.

22, Geometry of the glveosidic Enkage

The geometries of the glvensidic linkages can be analyzed
through rotation of ¢ and o dibedral angles, producing contour
plots that indicate the prefermed conformation of the linkage.
Different featares can influcsce such conformatonal prefer-
ence, such as chemical subsdtation patters (e, sulfation),
monosacchande forns {(e.g. 4 and 'Cy conformations), and
wteraction with solvent. In this context. in silico modeling of
sulfated and desulfated saccharide wmts can contribute to
determine the influence of sach groups on the conformation of
the carbohydrate.

We mumcked the geometnies of the glyeosidic linkages in
the sulfated v-galactan and sulfated t-fucan using disaccharide
models. The energy contour plots of the 2-sulfated and
desulfated dissecharides show only one major prefemed
conformational range of ¢ and ¥ worsions for L-galacose
and L-fucose disaceharides in their “Cy and 'Cy forms (Fig. 2.

However, while the sullated forms of these disaccharides are
restricted to a single energy minimum (Fig. 2A, B, Eand F), the
desulfated disacchardes show a fairly wide extension in both ¢
and ¥ dimensions (Fig. 2C, D, G and H). As a conscquence.
sulfation in C-2 appears (o induce a great increase in energy
barrier associated with rotation of ¢ and o angles, suggesting
that the sulfme group in both L-galactose and L-Tucose
disaccharides 15 mostly related to carbobydrate chain rigidity
than fo mimimum cnergy locaton. fn addition, comparison
between t-fucose and £-galactose disacchandes allowed us to
observe that sabstitution pattern at C-5 has a small influence
over the conformational preference. The presence of hydro-
xymethyl group in galactose restricts the glyveosidic linkage in
comparison with the fucose structure, an effect that appears o
be relaed o an mereased intramolecular stenc mererence.

The mierconversion between *Cy, and 'Cy pyranose
conformations of the monosacchandes in t-galactose and £
fucose disacchandes does not appear to introduce drastc
changes in the conformational preference described by the
energy maps (Fig. 2). The change in these pyranose Forms, both
for L-galactose and v-fucose, implies in a translaton along the
y dimension of the minimum energy center of about 60, In
addition, the contours indicate that the 'C, conformation 1s
more stable than the "C, one by approximately 20 kJ mol ',
Such behavior, observed for the t-galactose disaccharides,
suggest that the 'Cy is the preferred chair as compared to the
Cy form. 1n apreement with the data obtained by companison
between the experimental and theoretical iy coupling
constants (Table 1)

Considering previous smdies describing  the  induced-fie
mechanism for AT activation by heparn {16.27.28]. it is
somewhat intriguing that between the two polysacchurides the
more rigid molecule (sulfated galactan) is the anticoagulant one,
while the more flexible compound (sulfated fucan) is not. Such
behavior may indicate that, at least for such class of compounds,
the induced-fit mechanism is not predominant or even necessary
for the conformational meditication induced by the bound
polysaccharide and thus Tor AT activation. In agreement with
these observations, recent smdies have shown that sulfated
salactans actmanly by a bridging mechanism (e polysacchay-
ide behaves like a brid ge between AT and {Xa or thrombin) for AT
powentation {29, suggesting that the main stwcmral features
responsible for the expression of its andcoagulant activiey
includes the chain length and he positons of sulfate groups,
matching the inferval betwees basic amino acid residues of the
target-protn (9]

Overall, these results indieate that the sulfated galactan and
the sulfated fucan have similar geometries of their glycosidic
linkages, although the presence of hydroxymethyl groups
galactose restricts the glycosidic linkage In compavison with
fucose.

35



C.F Becker er al. fJowrmal of Motecular Graphics and Madelfing xxx (20071 xevearx 3

I 2
il;:}:r:ge dibedral angles of the glycosidic linkage from heporin, sulfated galscte, s sulfuted fucwmn decasaccharides
Dihednl angle Average dihedral {1}
Htpﬂr'm“‘ Sulfared glactan (Gall - 3Gal} Sulfited fucan (Fuel = Foe)
TdoA ~ GleN GleN = JdoA 6 2] 'y i kA
® ~TEO= 1] 96.6 = 14 ~13 =14 i w104 = 15
s —-HH6= 11 ~1250 %18 162 = 10 -147 &= 16 ~}21 % 1%

* koA residucs i :S" CorFormation.
® Dt obtained from [ 134

2.3 MD simulations of sulfated galactan and suljared
Fucan decasaccharides

Inordertoexplicidly include solvent effectson conformational
deseription of the polysaccharides conformation, molecular
dynamics (MD) simuolations were performed on decasacchardes
composed of sulfated L-galactose and sulfated c-fucose units,
built based on the glycosidic linkage mimmum energy confor-
mation described in the contour plots (Fig, 2). Globally, four
decasacchande stractares were simulated: (1) sulfaed 1-galacan
with residues in *Cy conformation. (2) sultated L-galactan with
residuesin ' Cycontormation, (3 sulfated L-fucan with residuesin
*C, conformation, and (4) sultated t-fucan with residues in 'Cy
conformation. The results of these simulations, expressed as
average valoes of glycosdic hnkage dibedral mmgles, are
desenbed in Table 2 over the MD gajectory and compared to
heparin geomelry in equivalent solution conditions,

As 1t can be observed in Table 2, the performed simulations
presented stmilar structural fluctuations over MDD, as indicated
by the standard deviatens of approximately %15 (Table 2).
These geometric flucmations arc constant over the rajectory, as
the simulations readly eguilibrate (data sot shown) The
average geometnes thus obtamed are highly concentrated inthe
minimum energy regions of the respective contour plots
(Fig. 21 indicating that solvent factors do not play a major mole
on the folding of both sulfated r-galactan and sulfated r-fucan.

On the other hand, it is expected that the two possible chair
forms of the pyranose fngs have a considerable influence over
the global polysaccharide conformation and dynamics {15]. In
fact. the performed simulatons presemed an up o 60
difference m dihedral angles berween molecules with residues
in *Cy and 'C; conformations (Table 2). It is important © note,
however, that the glycosidic linkage geometry s considerably
sinnlar between sulfated a-L-galactan and sulfated et -fucan
when their residaes e in the 'C., conformation, while the
difference is maximized when the monosaccharide composing
wiits of the polymers are i a *Cy form, These findings raise the
possibility that different polysacchacide conformatons could
be responsible for (e activities of salfaed galactan and
sulfated fucan m different ological medium.

24 Docking and MD of sulffated polysaccharides
complexes with AT

The identification of the role of specific groups to ligand
binding with listargetreceptor reguires the determination of the

three-dimensional swuctre from the complex by means of
experimental (X-ray crystallography and NMR methods) or
theoretical methods  (docking  procedures)  Experimental
characterizaton of the inwraction between GAGS and target
proteins is a challeaging wsk because of the poor surface
complementarity, the high charge density of the binding arcas
and the highly flexible nature of polysaccharides {301,
commonly resalting m single three-dimensional models for
the carbohydrace.

S in order o identity the origin of the ditferent activities
shown by galuctan and fucan as compounds showing distinet
recoenitions by AT, docking caleulatons were performed
between these ligands and the trget receptor. considering the
pyranose fings in the 'C, form. Based on cumrent knowledge on
the mechanisms of AT activation by heparin [3], supporting a
bridging mechanism in galactan potentiation of AT mbibitory
actvity [29], the dockings were performed m a broad wegion
around heparin binding site. Additionally, the so obtained
complexes were further submitied to MD simulations in order
to refine the polysacchande-AT complexes in the presence of
explicit solvent molecules.

The ineeraction energies obtained from MD shimulations
were stabistically equivalent for both sulfated galactan and
sulfated fucan (Table 35, as it could be expected based on the
stcrwctural similaity of dhese two compounds and on the

Table 3
Average interaction energy bevweon synthetiy pemtasaccharide, suifated galac-
tan o sulfated Racan decasmecharides and AT

AT residues Averdge mbersetion esergy (kiimob
Swnthetic Subfared Sulfared
penteacchoride™ gutctan (' fucan ('Cy)
Exshl ~HIl5=338 =417 = 141 A0S = 1)
Argl3 -T79=419 ~§ 78193 -3 £ 226
Thedd ~434 = 106 8 =45 A

Sl

818 & 108

Axpds - 1085

Argdé ~$O £33 =44 =08
Argd? 418 =107 =603 = 1S
Clelld GRS
twxlid ~6.8 & 174
12125 5.1
Argl 2y T8
ArgldZ 148
Eysl33 ~Z68 £ 64
Eysla6 ~334 2123
ot ~635.4 #9232 7880+ 852

* From Rt 6]
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Fig. 3. Structures of the complexes between different polysaccharides and AT, (A) ternary complex between AT, thrombin and an heparin derivative (PDB 1D I TB6);
(B} AT bounded to the synthetic pentasaccharide (PDB 1D 1E03); (C) final structure from a 5 ns MD of AT complexed to a sulfated fucan decasaccharide with
pyranose rings in 'C, form; (D) final structure from a 5 ns MD of AT complexed to a sulfated galactan decasaccharide with pyranose rings in 'C, form, For (B)-(D)

two orentations of the complexes are presented.

predominance of ionic interactions for the binding of sulfated
polysaccharides to AT. Such interactions were shown to be
highly influenced by the solvent. increasing by approximately
=300 kJ/mol in the first nanosecond on both AT-galactan and
AT-fucan complexes. However. while the interaction energy is
similar on both invertebrate polysaccharides, their orientation
on AT binding site is extremely different (~90°, Fig. 3C and
D). Such difference in orientation upon hinding to AT explain
the lack of activity of fucan under the same experiments and
fully supports the expected bridging mechanism in the activity
of galactan, as previously described [29]. Thus, both
compounds are capable of interacting with AT, as pointed
by our theoretical results and on experimental data showing
that both polysaccharides are retained on an AT-affinity
column (Melo and Mourdo, unpublished results). However,
only the complex formed by the sulfated galactan and the AT
(Fig. 3D) allows a further interaction with thrombin, analogous
to the ternary complex between heparin, AT and thrombin
(Fig. 3A), so supporting the potentiation of this protease
inactivation by AT.

Additionally, the performed MD simulations allowed us to
observe that the change in pyranose rings from 'C, chair to *C,
does not produce meaningful changes in the GAGs interaction
with AT (data not shown), suggesting that the monosaccharide
conformation may not be a determining factor in polysacchar-
ide recognition by plasma proteins. In fact, it appears that the
most abundant form in solution would prevail in the interaction
with the target protein. An equivalent behavior was already
proposed by us for the interaction of heparin IdoA residues
with AT [16].

In the context of the structure-based design of new
antithrombotic compounds, the total interaction energy between
the ligand and its target receptor gives only a global perspective
of the complexation. A more precise analysis of such process can
be performed through a quantitative determination of the
contribution of each amino acid residue of AT to the interaction
with the sulfated polysaccharide. As we previously reported for
the synthetic pentasaccharide-AT complex [16]. such analysis
can be adequately performed using theoretical methods, allowing
us to obtain results plentifully supported by experimental data.
Based on these analyses (Table 3), it can be observed that
galactan has some important differences in interaction with AT as
compared to the synthetic pentasaccharide pattern, specially
observed in residues Arg13, Thrd4, Argd7, Glul 13 and. mainly,
Lysl14. When compared to this heparin analogue, sulfated
galactan presents lower interaction energies with all these AT
amino acid residues. and correlates well with the difference in the
anticoagulant activity presented by the two compounds.

Conversely, it is known that these sulfated polysaccharides,
obtained both from marine invertebrates, are equally potent in
inducing the acrossomic reaction of sea urchin sperm [31],
which suggests that the conformational requirements for such
specific activity are distinct from those required for the
expression of the AT-mediated anticoagulant effect. Since
neither the sequence nor the structure of the receptor
responsible for the recognition of marine polysaccharides in
the acrossome are available so far, we were unable to identify
and explore at the molecular level the main features required for
the expression of such interesting biological activity presented
by these compounds in this invertebrate system.

Please cite this article in press as: C.F. Becker et al., Conformation of sulfated galactan and sulfated fucan in aqueous solutions: Implications to
their anticoagulant activities, J. Mol. Graph. Model. (2007), doi: 10.1016/j jmgm.2007.01.008
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Fig. 4. (A} Protosted 2 sulfided o-L-focan dissecharide in a MD oblaiced conformution: (B) protomted 2-sulfuted o-1-fucan disaccharide in an intramoleculur

hydrogen bonded conformation: (C) protonated 2 4sulfuted oo fucan dissecharade in ar mtrumolecdar hyd

bonded conds

tor; {10 contour plat for the 2.4-

sulfated a1 fucas dissrchiunde. The ¢ and ¥ sogles for cach conformation are slso presented. Allresidues lic inthe 10, form, and the intrmoleeutar hydrogen honds

tr (B and (O ovcurs between the wdjncent sulfie groups in its protesuated forms.

3.5 Molecuwlar mechanism of a selective 2-desulfation
reaction of sulfuted fucans by mild acid Ivdrolvsis

On previous work we have described an approach, based on
mild acid hydrolysis, @ preferentially remove a specific
2-sulfate ester from the sulfated fucans and o obtain Jow-
molecular weight derivatives {32]. This specific 2-desalfation
requires an adjacent d-sulfated residue, as oceurs with the fucan
from Lvtechinus variegatus but not with the fucan from §.
franciseanus (2-sulfated a-t-fucan). While the molecalar basis
for such phenomenon s sull wpaknown, the proposed
conformations observed in the contour plots for the glveosidic
hinkage of the 2 4-sultated a-t-fucan disacchande (Fig. 4Dy and
for the 2-sulfated a-t-fucan disaccharide (Fig. 2E) may offer a
possible explanation for this unigue preferential desulfation
reaction,

Considering the highly acidic medium usually required ftor
the specitic 2-desulfation reaction in absence of an adjacent 4-
sulfated residue (for mstance, 5 mg of sulfated fucan dissolved
in 1 mL of .01 M HCL and Jong 1ncubation at 60 "C {32]), it
can be considered that st least a quarter part of the
polysacchanide is m a protonated form, taking into account
that the pk, for heparin sulfate groups ranges from 0.5 o L3
{33], and that the sulfated a-r-fucan is less acidic than heparin,
With the protonation, formation of intramolecular hydrogen
bhonds between two adjacent sulfates became possible, thus
promating intramolecular interactions capable w0 modity the
reactivity of these compounds. Such putative ineractions are
depicted in Fig. 4.

Ta fact, the MD obtained conformation of the 2-sulfated -
fucan in solution (Fig. 4A) shows o tramolecular hydiogen
bond betwees the two adjacem sulfate groups, preseatng only
ag imeraction between one 2-sulfate and the subsequent
4-hydroxyl, Contrinily, e conformations presented is Fig. 48
{prodonated  2vsalfated wep-fucan) and 4C (protonaed 2.4-
sulfated cebefucasy show intramolecalar hydrogen bonds
between two adjpcent sulfate groups. which are dependent
on acidic medinms. Based on the contour plot presented in
Fig. 2D and subsequent reproduction of its minimum esergy

conformation by MD simulation in explicit water (Table 2), we
can extrapolate the energy penalty in adopting the conforma-
tional states pointed in Fig. 4B and €. According to this
assumption, the intramolecwlar hydrogen bonded in protonated
2esulfated o-L-fucan is more than 100 Klmol lessstable than in
a protonated 24-sulfued a--fucan with similar interaction.
Aldtogether these data can explain the molecular basis for the
preferred 2-desulfation of the 2-sulfated residue linked w a
4-sulfated unit, even in a mild acid condition, in comparison o
o-L-fucan exclusively 2-sulfaied. The intramolecular interac-
tion assists 10 the removal of the salfate group. forexample, ina
nucleophilic substitution reaction in acidic agueous soluton,

This reaction mechanism (a 2-desulfagon assisted by an
adjacent 4-sulfate group) also correlates to the low reactivity of
2-sulfated a-L-fucan, as reported for the polysacchande from
8. franciscanus {32]. The high energy penalty associared o a
conformanon capable o present an inframolecular meraction
between protonated sulfate groups (Fig. 3B} require a far more
aggressive condition o remove sulfate proups compared o the
2A-sulfated cet-fucan. which presents no penalty o adopt
similar interaction. In addition, this energy penalty can be
comsiderubly higher in polysacchande with longer chains, since
the entire molecule is less flexible than a simple disaechande.
Finally. it is expected that after the removal of 2-sulfate ester
from the polysaccharide, glycosidic linkage will become more
suseeptibleto hydrolysis duc tothe removal of siencfelectrosatic
protection supplied by this charged bulky substtuent. In fact, the
desulfated wnig are preferentally cleaved by the acid {324, thas
helping the Tragmentation of the polymer and o obtata lower
molecula weight desdvatives.

4. Conclusions

Comparison  between the obwased geomewies of the
glyeosidie lakages of a sulfated facan and o sulfated gadactan
indheate a high degree of structural simalavity between these
two polysacchanides. The scalar coupling constants, obtamed
by theoretical calculation and determined by NMR speotra,
indicate that the monosaccharides are predominant i the 'Cy
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form i the sulfated galuctan and in the sulfated fucan. Such
conformations were further docked to AT and the complexes
thus obtained were refined through MD. Censidenng  the
mteraction energy between both ligands and the target receptor,
as well as the odentaton adopted by the compounds when
complexed to AT, the so obtained structures fully explain the
differences in the expressed anticoagulant activity existing
between sullated fucan, sulfated galsctan and heparm.

In addition, the molecular modeling caleulations desenbed
here allowed the understanding of the molecular mechanism of
a curious and unigue desulfation reaction described for sulfated
fucan, We interpreted that the selective removal of a 2-sulfare
adjacent o a4-sulfate group in the sacharide unit is consequent
w the formation o a hydrogen bond that is able to assist in the
removal of such charged group. In the case of an adjacent 2-
sulfate group, the intramolecular hydrogen bond is not formed.

Overall, our results show that molecular modeling wechni-
gues can be adequately used w describe the conformation of
polysacchandes in solution. as well as o study the mieraction
of these molecules with their target protems and o elucidate
their structure-activity elationships. Finally, thesc observations
can congribute 0 the design of new antithrombotic agents
through the identfication of new svithetic derived lead
compounds, not structurally welated © heparin.
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4.3 Trabalho Il

A AT é uma glicoproteina que co-existe sob duas isoformas, o e B-AT, as quais
diferem na quantidade de carboidrato ligado a parte protéica. Tal diferenca é
responsavel pelas distintas atividades anticoagulantes de ambas isoformas. Dada a
influéncia da parte glicosidica de proteinas em suas atividades biologicas, este
trabalho visa descrever o perfil conformacional da estrutura de glicosilagdo da AT
utilizando métodos de MM.

Os mapas de contorno dos dissacarideos da parte glicosidica da AT mostraram
as preferéncias conformacionais da ligagédo glicosidica dos mesmos. Contudo, as
conformagdes de alguns destes dissacarideos sofreram modificacbes apos as
simula¢des de DM na presenca de moléculas de solvente explicito. Particularmente
para o dissacarideo Mano(1—6)Man, a ligacédo glicosidica apresenta um equilibrio
particular entre trés conformagdes preferenciais. As simulagbes de DM do
oligossacarideo completo mostraram que a geometria da ligagdo glicosidica de
Mano(1—6)Man €& responsavel pela determinacdo da geometria global do
oligossacarideo.

A estrutura tridimensional da estrutura glicosidica da AT determinada por
simulagées de DM difere significativamente da conformagéo cristalografica, o que
sugere que efeitos de empacotamento estejam influenciando a flexibilidade e a
conformagdo da parte glicosidica na estrutura cristalografica. Os resultados
confirmam que as simulagdes de DM s&o capazes de reproduzir e descrever

adequadamente a conformagao de estruturas glicosidicas.

Conformational characterization of the glycan structure of

antithrombin

Camila F. Becker, Jorge A. Guimarées e Hugo Verli

Carbohydrate Research, 2007b, em preparagéo.
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Abstract

Molecular modeling techniques were used to analyze the conformational profile of the o.-
and P-antithrombin glycosylation structures (ATg), which confers to antithrombin (AT)
distinct affinities for heparin. Applying both GROMACS force field and simulation suite,
energy contour plots were constructed for each ATg glycosidic linkage. The so obtained
geometries were conformationally sampled using molecular dynamics (MD) simulations in
order to refine the minimum energy conformation of each contour plot in explicit solvent. The
employed methodology allowed us to characterize ATg conformation in solution and suggest
Mano(1—6)Man ® angle as the major responsible for the global oligosaccharide shape.
Furthermore, the comparison between the MD obtained ATg conformations and its X-ray
derived structures suggests the occurrence of a set of contacts in the crystallographic
structure, able to distort the ATg conformation. Globally, the authors expect that the obtained
data contributes in the description of the dynamics of AT closest to its biological properties
and opens the perspective of contributing in the understanding of biological processes

dependent on glycoproteins.
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1. Introduction

Carbohydrates are involved in many biological processes, being able to modulate protein
interaction with its surrounding environment and, consequently, influence macromolecules
solubility, activity and biological fate (Marchal et al., 2003). Such influence can occur
through non-covalent modulation, as it is the case for heparin, or due to the post-translational
modifications, as occurs in glycoproteins (McCoy et al., 2003; Helemius and Aebi, 2001).
Additionally, they are also involved in protein folding, oligomerization, quality control,
sorting, targeting and transport (Helenius and Aebi, 2001).

Glycosylation is one of the most frequent posttranslational modifications in proteins and
more than a half of known proteins are predicted to be modified by glycosylation (Apweiler et
al., 1999). It is also a versatile modification, with highly diverse structures ranging from
mono- to polysaccharides and from linear to branched molecules, attached to the protein core.
There are two major types of glycosylation: O-glycosylation, where the sugar is bound to the
hydroxyl group from serine or threonine residues, and N-glycosylation, where the sugar is
attached to the amide function from asparagine in the consensus sequence Asn-X-Ser/Thr,
being X any residue but proline.

While the three-dimensional structure of glycoproteins is frequently determined through X-
ray crystallographic methods, only few studies have been able to observe the associated
oligosaccharides (Hashimoto, et al., 1999; Davies and Lachmann, 1993; Rigby et al., 1999;
Sticht et al., 1998). This is partially due to the fact that carbohydrate chains may hinder
crystal growth and thus are frequently cleaved off before the crystallizing process (von der
Lieth et al., 2006). Furthermore, carbohydrates are highly flexible molecules and
consequently, may not have sufficient electron density to be detected by X-ray diffraction

methods (von der Lieth et al., 2006).
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One example of circumvention of such difficulties is antithrombin (AT). AT is a member
of the serine-protease inhibitors family, known as serpins, and inhibits several proteases in the
coagulation system, including thrombin and factor Xa, thus, playing a major role in the
regulation of blood coagulation. This protease is conformationally activated when bound to
unfractionated heparin, which has been used for several decades as an anticoagulant (Nader et
al., 2001). This serpin consists of a single polypeptide chain containing 464 amino acid
residues and occurs in the blood as a glycoprotein that co-exists in two isoforms, o- and [3-
AT, which differ in the amount of glycosylation (N-glycosilation) attached to the protein
(Figure 1). In fact, the conformation of its glycosilation structure was almost completely
determined by X-ray crystallography (McCoy et al., 2003).

The AT glycosilation structure (ATg) is classified as a complex bi-antennal N-glycans,
with terminal syalic acids. It also contains mannose, galactose and N-acetylglucosamine
residues (McCoy et al., 2003) (Figure 1). B-AT is glycosylated at three amino acid residue
positions, i.e., asparagines 96, 155, and 192, while o-AT is additionally glycosylated at
asparagine 135 (Figure 1). As a consequence, B-AT is bound in a higher degree to the vessel
wall than a-AT, has a higher affinity for heparin, and thus functions as the major inhibitory
form of plasma proteases, as thrombin and factor Xa, in vivo, although it is the less abundant
form (82-90% o1:4-10% [; Witmer and Hatton, 1991). One additional role of ATg is to control the
clearance of AT, since in its absence, AT half-life is extremly reduced in vivo (McCoy et al.,

2003).
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6-arm

G H F E
Sia(p2-6)Gal(p1-4)GlcNAc(a1l-2)Man(c1-6)

C,D
Man([31-4)GlcNAc(B1-4)GIcNAc

Sia(BZ-B)GaI(B1-4)GICNAC(0:1-2)Man(a1—3}/ 8 A
G H F E

3-arm
Figure 1. Schematic representation of AT glycan strucuture. The “core” pentasaccharide is
limited by dashes. The letters A-I indicate the disaccharide they represent. The 3- and 6-arms
are limited by solid lines.

Considering the lack of structural information regarding the effect of glycosylation in
heparin-AT recognition and the difficulty in adequately describe carbohydrate behavior in
solution using crystallographic and single structure NMR data, this work intends to analyze
and properly describe the conformational profile of the a-ATg and B-ATg structures in
aqueous solution using molecular modeling techniques.

2. Experimental
2.1 Nomenclature and software

Recommended ITUPAC (IUPAC-IUB) symbols and nomenclature were used. The relative
orientation of a pair of contiguous sugar residues is described by three torsional angles at the
glycosidic linkage, denoted ¢, y and ® angles. For a (1—4) linkage, the definitions become
those shown in Egs. (1) and (2),

0 =0-5-C-1-0-1-C-3 (1)
y =C-1-0-1-C-3—C-4’ (2)
and for a (1—6) linkage the definitions become those shown in Egs. (3), (4) and (5),
¢ = 0-5-C-1-0-6-C-6’ 3)
y =C-1-0-6—C-6’-C-5’ (4)

o= 0-6-C-6’-C-5’-C-4’ ®))
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The mannose residues are abbreviated by Man; galactose residues by Gal; N-
acetylglucosamine residues by GlcNAc, and sialic acids residues by Sia. The disaccharides
and the whole ATg topologies were generated with the PRODRG server (van Aalten et al.,
1996), the ab-initio calculations were performed using GAMESS (Schmidt et al., 1993),
manipulation of structures was performed with MOLDEN program (Schaftenaar, 1995) and
all MD calculations and analysis were performed using the GROMACS simulation suite and
force field (Berendsen, et al., 1995; van der Spoel et al., 2004).

2.2 Topology construction

The methodology used for force field conformational description of carbohydrates was
previously described by the group (Verli and Guimaraes, 2004; Becker et al., 2005; Verli and
Guimaraes, 2005, Becker et al., 2007). Briefly, the constituent ATg disaccharides were built
with MOLDEN. The pyranose chair form of each residue was kept in the observed form as
described in AT crystallographic structures (PDB IDs: 1E03, 1E04 and 1EO0S5). Each
disaccharide was then submitted to the PRODRG server and the initial geometries and crude
topologies were retrieved. The same proceeding was used to build the whole ATg structure.

The employed atomic charges are derived from Lowdin scheme (Verli and Guimaraes,
2004), obtained at HF/6-31G** level using GAMESS program. Previous data of our group
indicates that the atomic charges obtained by this scheme reproduce with high accuracy the
geometry of polysaccharides in solution (Becker et al., 2005) and in complex with its target
proteins (Verli and Guimaraes, 2005, Becker et al., 2007).

2.3 Calculation of energy contour plots

The conformational preference of each AT disaccharide was described using energy
contour plots. These plots were obtained by varying ®@, ¥ and  dihedral angles from —180 to
180°, using a 30° step, resulting in a total of 144 conformers for each pair of angles. All

conformers were energy minimized with double precision and conjugated gradients for
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10,000 steps, using restraints only for @, ¥ and ® angles and thus allowing the rest of the
molecule to be properly energy minimized. Due to the observation of highly positive
intramolecular interactions in some conformations, the energy of the system was further
reduced in a molecular dynamics simulation of 5ps at 10K, with an integration step of 0.5fs
(Becker et al., 2007). The relative stabilities of each conformation, based on GROMACS
force field (Berendsen et al., 1995; van der Spoel et al., 2004) and HF/6-31G** Lowdin
atomic charges (Verli and Guimaraes, 2004; Becker et al., 2005), were used to construct the
contour plots.

2.4 Molecular dynamics calculations

The main minimum energy conformations for each glycosidic linkage as described in the
contour plots, were further refined in 5.0ns molecular dynamics (MD) simulations in aqueous
solution using the GROMACS suite. The average geometries so obtained from MD for each
linkage were used to build the whole glycan structure (ATg). Only the ATg, without AT
proteic structure,_was conformationally sampled in a 10.0ns MD simulation in aqueous
solution. The disaccharides and the whole oligosaccharide were solvated in a rectangular box
using periodic boundary conditions and SPC/E water model (Berendsen et al., 1995). The
total system size comprised from ~2.500 to ~2800 atoms for the disaccharide MD simulations
and ~5.100 for the whole oligosaccharide MD simulation.

These di- or oligosaccharide-water systems were submitted to a steepest descent
minimization and MD simulations applying the Particle-Mesh Ewald method (Darden et al.,
1993), at 310 K. The system was slowly heated from 50 to 310 K, in steps of 5 ps, each one
increasing the reference temperature by 50K (Verli and Guimardes, 2004). The
thermalization, together with the first nanosecond, was considered as equilibration, and all

analyses were performed over the remaining part of the trajectory. The geometrical criteria for
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a hydrogen bond were » <0.35nm (donor — acceptor distance) and o0 >2120° (donor — hydrogen
— acceptor angle; van der Spoel ef al., 2004).

3. Results and Discussion

3.1 Conformational analysis of ATg glycosidic linkages

In order to properly describe the conformational preference of ATg, its geometry was
initially sampled at the glycosidic linkage level through the use of disaccharide models. Each
model was used to build contour plots indicating the preferred conformation of each ATg
linkage, as described in Figure 2.

All  B(1—4) linkages  (GIcNAcB(1—4)GIcNAc, ManP(1—4)GIcNAc  and
GalB(1—4)GIcNAc) show a remarkable conformational similarity, independently on the
residue type attatched to the linkage (Figures 2A, B, and F). This profile agrees with the
discrete structural modifications between Man and Gal, as well as indicates that the N-acetyl
group from GIcNAc has a minor participation in controlling the conformation of these
linkages.

All disaccharides present at least two main minimum energy regions. The 1—6 and 2—6
linkages present a more complex picture, as expected due to the greater flexibility associated
with the ® angle (Qasba et al., 1997). However, a distinction should be made between
Mano(1—6)Man and Siaf(2—6)Gal disaccharides. As the last one has a series of attached
groups close to the linkage, i.e. a carboxyl group in position C2 and a bulky substituent in
position CS5, its flexibility is reduced due to higher steric hindrance. This profile can be
observed around ¢ and y angles (Figure 2G compared to Figure 2C), as well as around y and

o angles (Figure 2D compared to Figure 2H).
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Figure 2. Glycosidic linkages contour plots for disaccharides describing ATg glycosidic
linkages. The conformational preference of the following linkages is presented: A)
GIcNAcB(1—4)GIeNAc;  B)  ManB(1—-4)GIcNAc;  C)  Mano(1—6)Man; D)
Mano(1—6)Man; E) GlcNAco(1—2)Man; F) Galp(1—4)GIcNAc; G) Siap(2—6)Gal ¢ and
v angles; H) SiaP(2—6)Gal y and o angles; I) Mano(1—3)Man. Contour levels are shown at
every 10 kJ.mol-1 from 0 to 50 kJ.mol-1. Asterisks (*) indicate the input minimum energy
conformations for MD refinement, sharps (#) indicate disaccharides final conformations after

5ns MD simulations and (§) indicate oligosaccharide with Mano(1—6)Man starting m angle
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of 180° conformations after 10ns MD simulations (§ in E represents 6 and 3-arms angles; in F

the 3-arm angle and in G the 6-arm angle) .

Additionally, according to previous studies (Qasba et al., 1997), except for the
Mano(1—6)Man (Figure 2C, 2D) and for Manoy(1—3)Man (Figure 2I) disaccharide moieties,
the other constituent disaccharides were more rigid than these two, because they present small
and defined minimum energy regions. Mano(1—6)Man disaccharide maps (Figure 2C, 2D)
show that its greater flexibility is due to larger minimum energy regions. This occurs because
Mano(1—6)Man disaccharide presents an extra linkage between the constituent
monosaccharides, i.e., its conformation is described by three torsion angles, which increases
the number of possible fluctuations, allowing more conformations to be located in energy
minimum regions.

3.2 MD simulations

The location and flexibility of the glycosidic linkages play important roles in determining
the properties of carbohydrates, especially because these molecules contain side-chains
(predominantly hydroxyl, hydroxymethyl and acidic groups such as carboxyl) whose structure
and dynamics are of particular significance in the interaction of the carbohydrate with its
environment, such as intermolecular interactions with water or solvent molecules, with
proteins or with other carbohydrate molecules. Considering that the energy contour plots as
those presented in Figure 2 are obtained in vacuum conditions, we proceeded to the
refinement of the so obtained minimum energy conformations through MD simulations in
explicit solvent.

3.2.1 Disaccharide MD simulations
In order to explicitly include the solvent effects on ATg description, MD simulations in

aqueous solution were performed for each ATg disaccharide, using as starting geometry for
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the glycosidic linkage the minimum energy conformations described by the contour plots
(Figure 2 and Table 1). The average values observed for each disaccharide glycosidic linkage
are presented in Table 1. The presence of solvent molecules is of extremely importance,
because hydrogen bonds are a significant feature in the study of carbohydrates, due to the

presence of a large number of hydroxyl functional groups (Jeffrey, 1990).

Table 1. Comparison among average glycosidic linkage angles of the AT constituent
disaccharides of the ATg determined by disaccharide energy contour plots, by disaccharides

MD simulations and by X-ray crystallographic methods (PDB average).

Glycosidic linkage Disaccharide Average Angle (degree)
Structure ) 7 1)
A GlcNAcB(1—4)GIcNAc PDB Average® -85.4 -1248 00
Contour plot” -60 -120 -
MD -78.0£16.7 -128.1£13.5 -
B Manf(1—4)GlcNAc PDB Average® -108.5 -119.6 -
Contour plot” -60 -120 -
MD -83.1£29.1 -134.7£194 -
C,D Mano(1—6)Man 1E04° 82.1 88.0 135.3
1E05° 88.0 -175.7 128.0
Contour plot” -60 90 -90
MD -87.9£20.9 170.0+44.7 60, 180, -90°
E GleNAco(1—2)Man PDB Average® -84.4 50.6 00—
Contour plot” -90 20 0 -
MD -82.4+15.9 128.9+¢16.3 -
F GalB(1—4)GIcNAc PDB Average® -96.9 642 -
Contour plot” -60 -120 -
MD -81.7423.3  -128.1+£14.1 -
G, H Siap(2—6)Gal PDB Average" = - -
Contour plot” 90 -120 -60
MD -52.14£32.3 -190.1£29.0 -70.2+£25.4¢
I Manoy1—3)Man 1E04° -65.4 1247 -
1E05° 88.4 128.7  ———-
Contour plot” -60 20 0 -
MD -80.3+20.1 123.8¢16.0 -

*Average of the glycosidic linkages of the AT glycan structures from PDB entries 1E03, 1E04, 1E05;

"The minimum energy values in each contour plot are the reference geometry used to construct the disaccharides

that were further refined by MD simulations;

Glycosidic linkages of the AT glycan structures of PDB entries 1E03, 1E04, 1E05;

‘Mano(1—6)Man o angle presents a fluctuation among three preferred conformations;

SiaP(2—6)Gal m angle presents a fluctuation among two preferred conformations (also ®=65.3+50.9).
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As can be observed in Figure 2 and Table 1, the influence of solvent molecules is not noted
in most of the simulated glycosidic linkage, as GIcNAcB(1—4)GIcNAc, Man(1—4)GIcNAc,
GlcNAco(1—2)Man, Galf(1—4)GlcNAc and Mano(1—3)Man linkages. Regarding MD
simulations of the Mana(1—6)Man disaccharide (Figure 2D; Table 1), the w angle frequently
fluctuates between 180°, +60° and -90°, and the percentage distributions are around 52%,
32% and 18%, respectively. This behavior is in agreement with previous observations
pointing to the high flexibility of 1—6 linkages (Qasba et al., 1997), being possibly an
important source of conformational flexibility and variability. These results suggest that this
angle adopts three major preferred conformations and that transitions between different
minimum energy conformations can easily take place. This correlates with previous works in
which Mano(1—6)Man disaccharide from the pentasaccharide core of glycan structures are
more flexible than the other disaccharides, and thus, play important roles in determining the
overall shape of the whole glycan (Qasba et al., 1997).

Contrarily to the majority of the analyzed linkages, the Siao(2—6)Gal showed a high
dependence on the presence of solvent (Figure 2G, 2H). In fact, the conformation obtained
from MD simulations populates a region that corresponds to high energy conformations on
the contour plot. It appears that the interactions with solvent molecules are able of reducing
the steric constraints imposed by the carboxilate group in C2 and by the bulky substituent in
Cs.

In addition to the MD description of ATg glycosidic linkages, the obtained data was
compared to the previously determined crystallographic structure of AT including its
glycosilation structure (PDB IDs 1E03, 1E04 and 1E05; Table 1). As doing so, both ¢ and y
dihedral angles in disaccharides GIcNAcB(1—4)GIcNAc, ManP(1—4)GIcNAc and
Mano(1—3)Man (Figure 2A, 2B, 2I; Table 1) present a close agreement among X-ray data,

contour plot minimum energy and solution MD conformations, which suggest that such
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linkages are less susceptible to conformational influence by solvent molecules.

GlcNAco(1—2)Man and GalB(1—4)GIcNAc v angle (Figure 2E, 2F) are susceptible to

solvent influence, despite the ¢ angle is close to the value observed in AT crystal.

Moreover, solvent molecules can notably influence the conformational preferences of
Mano(1—6)Man glycosidic linkages (Figure 2C, 2D; Table 1), since MD simulation
geometries for such linkages are different from that in AT crystal structures. As
Siao(2—6)Gal disaccharide is not usually observed in AT crystal structures, there is no X-ray
reference data for comparison.

Considering that the interaction between not directly connected carbohydrate residues closer
in space can influence the conformation of the whole glycan structure, we carried out MD
simulations of the whole ATg.

3.2.2 Whole glycan structure MD simulations

It was generally assumed that the conformational properties of non-branched
polysaccharides could be determined from the conformational freedom of their constituent
monosaccharides (von der Lieth et al., 1997; Berman et al, 2002). However, despite
monosaccharides influence over carbohydrate global conformations some authors report that
the probable conformations of an oligosaccharide cannot be suggested only by the
conformational studies of its constituent disaccharides (Qasba et al., 1997).

In order to account for the interactions between monosaccharides that are not directly
linked, but are spatially close in the oligosaccharide, MD simulations were performed for the
whole ATg structure, without considering AT proteic part, based on the average angle value
observed for the MD simulation of each glycosidic linkage (Figure 2#; Table 1). Additionally,
considering that during the MD simulation of Mano(1—6)Man linkage the ® angle was
observed to fluctuate among three preferred conformations, three MD simulations of the

complete glycosidic structure were carried out, varying the starting ® angle as 180°, -90° and
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60°.

However, the trajectories of each ATg conformation shows a progressive transition
between each . The oligosaccharides with the initial geometries of w=+60° and ®=-90°
convert to values around w=180° (Table 2). As previously described for complex biantennary
structures, the ® angle varies preferentially between+ 60° and 180°, which confirms our
results (Brisson and Carver, 1983). Thus, in the disaccharide, ® angle presents three
conformer populations in solution and, after ATg MD simulation, such angle adopts a
preferential geometry, i.e., =180°. This result shows that the whole carbohydrate context can
stabilize a particular conformation in a situation where more than one conformer is available.

As shown in Figure 3, the simulated AT oligosaccharide with Mano(1—6)Man starting ®
angle of 180° has a globular solution conformation, with the 3- and the 6-arm (depicted in
Figure 1) folded back toward the core. Additionally, the dihedral angle values observed for
the glycosidic linkages GlcNAco(1—2)Man, GalB(1—4)GIcNAc and Sia(2—6)Gal are

different when each arm is analyzed (Figure 2E, 2F, 2G, 2H; Table 2).

Figure 3. Sticks representation of ATg structure obtained after 10.0ns of MD simulations,

from Mano(1—6)Man starting ® angle of 180°.
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As the ® angle adopts preferentially 180°, the oligosaccharide with Mano(1—6)Man
starting ® angle of 180° will be used for comparison. In general, glycosidic linkage
conformations in such simulation underwent conformational changes in relation to that
observed for the disaccharides simulated by MD, which indicates that the predicted
conformations do not represent their “real” conformations in solution (Table 2).

Some glycosidic linkage conformations changed from the values observed in the
disaccharides MD to another minima region observed in the respectives contour plots, as
Mano(1—6)Man disaccharide, which presents alterations in both y and ® angles, and
GleNAco(1—2)Man  angle, that has suffered a change in both arms (Figure 2C, 2D, 2E; Table
1 and Table 2). An interconversion of GlcNAcB(1—4)GIcNAc y angle (Figure 2A; Table 1;
Table 2), in oligosaccharide with w=180° starting geometry, to another minimum energy
vacuum conformation was also observed. This 1is because the core fragment
GIcNAcB(1—4)GIeNAcB(1—4)Man is influenced to a great extent by Mano(1—6)Man
disaccharide geometry. Moreover, since Mano(1—6)Man geometry can influence the arms
conformations and is suggested as accountable for the global conformation of the
oligosaccharide, it is by a consequence, also responsible for determining the core glycosidic
linkage angles.

Interestingly, Siaf(2—6)Gal geometry is altered to regions that comprise high energy
value conformations in the respective contour plots (Figure 2G, 2H; Table 1; Table 2). Thus,
such conformations (Figure 2A, 2C, 2D, 2E, 2G, 2H) are influenced by the environment,
indicating that in an oligosaccharide, the most populated geometry is not necessarily the same
as for a disaccharide, alone or in vacuum conditions.

In contrast, ManB(1—4)GIcNAc, Gal(1—4)GleNAc and Mano(1—3)Man conformations
(Figure 2B, 2F, 2I; Table 1; Table 2) did not present any changes in relation to the geometry

observed for disaccharides in aqueous solution or in vacuum. Thus, according to our results
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and to previous works (Brisson and Carver, 1983; Qasba et al., 1997), Mano(1—3)Man is not

susceptible to solvent effects or to the presence of substituents in any position.

Table 2. Comparison of the average glycosidic linkage angles of each disaccharide in the
whole oligosaccharide structutres determined by MD simulations, with Mano(1—6)Man ®

angle starting with the reference geometry of 180°, -90° or 60°.

Glycosidic linkage from MD Average angle (degree)

Structure

4 4 @
-78.9+14.2° 75.0£9.5*0
A GleNAcP(1—4)GlecNAc -89.5+15.9 -138.8423.6° = -
-100.3£11.9°  -145.7£12.2° -
-90.8+13.5° -125.149.3*
B ManB(1—4)GlcNAc -84.911.6° -124.7+8.8°
-51.0+13.2° -121.8410.0° -
-68.649.8° -85.1£10.6 -142.4%11.6°
C,D Mano(1—6)Man -67.5£10.2° -89.4%10.7° -143.9+11.7°
-101.1£36.7° -51.1421.2° 180.5+23.8°
-92.0£9.1° 69.9+11.6°
% -88.79.4° 68.4£11.2° -
© -93.148.7° 61.1£10.4° -
E GleNAco(1—-2)Man 87.6£13.0° 66.1£153
E 7812132 70.5£14.1° e
h -141.4+10.5° -147.7+113° e
. -63.1%17.0° 146.6£12.8° -
= -75.3£16.5° 149.8+12.5° e
© -69.2+16.6° 140.7+10.6° e
F GalB(1—4)GlcNAc -86.5+12.1° -129.8£10.7° -
E 77041400 1222:127°
c -74.6+11.0° -123.7£10.5° e
73.8+21.0° -140.7421.4° 81.6£27.7°
E 9554443 171543550 -76.6422.2°
N 69.5+9.2° -133.3£16.7° -73.5£14.3¢
G H SiaB(2—6)Gal 62 3£138° 189.6:14 8" 170.8£15.7°
E 73.1£28.8° 187.9420.0b 164.4+33.8
c 64.3+9.6° 189.5+11.7° 184.3+13.4°
-79.0+12.4° 121.6£12.0° -
I Manoy(1—3)Man -102.8+22.8° 105.2¢16.1°
-84.2+11.7° 92.0+12.0°

o= 180%"w=-90° °®= 60°% ¢ From 0-4500ps the average angle is -128.5+11.2.

It seems that exists an interdependence among the preferred conformations of each

disaccharide glycosidic linkage, i.e., the preferred values for the glycosidic linkage angles are
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influenced by the presence of close or even distant monosaccharide residues and their
conformations, as the average angles are different compared to MD simulations of the
disaccharides (Table 1) and the complete ATg structure (Table 2).

As already pointed and as our results show, the Mano(1—6)Man ® angle is responsible for
determining the global shape of this oligosaccharide. The different environments that each
arm provides and the different starting geometries for Mano(l—6)Man glycosidic linkage ®
angle modify the environment for each monosaccharide, modulating the whole
oligosaccharide geometry. Also, the core and the arms residues are closely located in the
oligosaccharide structure. Such observations hence explain the differences between the
conformations observed for the glycosidic linkages in the disaccharides and in the complete
ATg structure.

These observations show the importance of studing the conformations of the complete
oligosaccharide, as molecular models based on the global minimum energy conformations of
disaccharides do not necessarily lead to reliable results. Our results underline the importance
of simulating the oligosaccharides explicitly considering all the constituent monosaccharides,
which stands out for the use of MD simulations in the caractherization and refinement of
carbohydrates tridimensional structures and conformations.

Differences between the AT glycan conformations determined by crystallographic
experiments and by MD simulations were also observed (Table 1 and Table 2), thus raising
the possibility that packing effects may be influencing such conformations in the crystal
structure.

3.3 Crystallographic contacts

The presence of certain types of interactions between a protein with solvent molecules,

other proteins of the crystal unit and oligosaccharides in structures determined by X-ray

crystallographic methods, can be undesirable if they are unrepresentative of macromolecules
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behavior in biological situations.

Such interactions characterize crystallographic contacts and previous works have already
pointed out the existence of packing effects in the determination of protein structures
(Jacobson et al., 2002; Eyal et al., 2005; Rapp and Pollack, 2005). In fact, for proteins,
hydrogen bonds between aminoacid residues and the different crystallographic waters in two
or more different crystals may be responsible for the differences in the hydrogen bond
patterns in both crystals, and thus contributing to the differences in the packing modes of two
crystals of the same protein (Marfo-Owusu and Kato, 2006). There are also available on-line
tools that can be used to construct the crystal environment, to analyse the atomic contacts and
to graphically represent the surface areas of crystal contacts (Eyal et al., 2005). Though, these
programs present some limitations, as they cannot show a graphical representation of the
hydrogen bonds between the protein of interest and other proteins of the crystal environment.
This limitations can be solved by MD simulation analysis tools that are able to provide a more
adequate description of such contacts (Figure 4). Furthermore, most of the crystal contacts are
formed by polar aminoacid sidechains (Dasgupta et al., 1997), which increases the
possibilities that oligosaccharides, which are characterized by a high polar functionality
(Imberty and Perez, 2000), may be influenced by such contacts.

Through the analysis of AT crystalline unit reproduction (using AT structures from PDB
entries 1E03, 1E04 and 1E05), interactions like hydrogen bonds, eletrostatic interactions and
van der Waals interactions, may occur between ATg and aminoacids from other proteins of
the crystal environment, and as a consequence, contribute to the occurrence of interactions
that do not characterize such structure conformations in their natural environment.

Some AT aminoacids exemplify suchinteractions with ATg monosaccharides: as Lys 332,
Lys 348 and Glu 347, that perform hydrogen bonds, and Tyr363 and Glu 336 that represent

electrostatic interactions and backbone interactions between AT and ATg, respectively (data
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not shown). As already reported Lys, Glu, Gln and Tyr sidechains are strongly influenced by
crystallographic contacts, especially if the crystal structures are determined in different media
(Eyal et al., 2005) and as we show, are also the aminoacid residues involved in the major
interactions responsible for the misrepresentation of ATg structure.

Moreover, the glycosidic linkages of carbohydrates in solution have considerably greater
flexibility than in the crystalline state to an extent that depends on the linkage type and
environmental conditions. Thus the interactions observed in AT crystal unit explain the
evident differences observed for the conformation of ATg structure determined by MD
simulations and by X-ray crystallographic methods (Figure 4).

Therefore, there is mutual influence between two ATg and between protein and ATg that
alter both flexibility and conformation of each structure and hence, crystallographic contacts

are probably being responsible for the distortion on ATg conformation.

Foray crystallography WD

N e < F
@8 rcnizs é}‘ SN Nea” Asn135

Asn155

Asn155

Figure 4. o-ATg structures determined by X-ray crystallographic methods and by MD

simulations.
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Also, although we have not evaluated ATg conformation when attached to AT proteic
structure, it is expected that ATg glycosidic linkages conformations will be different from that
observed in solution, since the complexity and the degree of interactions increases, when
considering the entire glycoprotein in solution.

Finally, carbohydrate conformations and tridimensional structures determined by MD
simulations can be more adequately described and refined than those from X-ray
crystallographic methods, even though structure determination by these methods cannot be
excluded.

Major conclusions

Also, we cannot evaluate ATg influence in AT function, especially regarding to its
interaction with heparin.

The tridimensional structure of the ATg determined by MD simulations presents a
conformation that differs in a great extent from the crystallographic conformation. A
comparison of the ATg conformations determined by X-ray crystallographic methods and MD
simulations suggest the occurrence of crystal contacts, capable of influencing the geometry of
ATg in the crystal structure. In addition, disaccharides glycosidic linkage geometries are also
affected by the presence of other ATg monosaccharides, which is confirmed by individual
disaccharides and whole glycan conformations determined by MD simulations.

The characterization and the effort to unequivocally describe the correct conformation of
glycan parts of glycoproteins are especially important since the degree of flexibility may
determine to some extent the activity and function of the glycoproteins. Consequently,
mimicking the glycosidic linkage geometry of glycosylation structures will hopefully help the
understanding of glycans influence in protein function and biological activities.

In this context, the data shown opens the perspective to build the complete structure of AT,

both in its o~ and B- isoforms, as well as to evaluate, at the atomic level, the molecular
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recognition events responsible for the distinct activation of each AT isoform by heparin. Since

it allows a description of the dynamics of AT closest to its biological properties, it can be

expected that these data contribute in the understanding of biological processes dependent on
glycoproteins, as well as in the design of new synthetic derivatives of heparin.
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5 Discussao Geral

5.1 Galactana e fucana

A descricdo da galactana e da fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas insere-se no
contexto da aplicagédo de métodos computacionais no desenvolvimento de novos
agentes anticoagulantes, baseados na estrutura e mecanismo de ag&o da heparina.
De fato, o entendimento da estrutura 3D e das propriedades dindmicas de
oligossacarideos constitui-se em um importante pré-requisito para a compreensao
das bases moleculares do reconhecimento destes compostos por suas proteinas-
alvo (Imberty e Pérez, 2000). Assim, os métodos de MM foram aplicados para o
estudo de novos compostos capazes de servir como prototipos de novos agentes e
de mimetizar as atividades anticoagulantes da heparina, como as galactanas e as

fucanas.

5.1.1 Descrigdo da geometria das ligagdes glicosidicas

Anéis de 6 membros (hexopiranoses) apresentam diversas conformacgoes
possiveis (Cremer e Szabo, 1995). No que refere-se a atividade anticogulante da
heparina, tais conformagdes sdo de extrema relevancia, pois representam aspectos
conformacionais que influenciam a atividade da heparina. Os residuos de I|doA
apresentam uma elevada mobilidade por adotarem um equilibrio conformacional nao
usual entre uma mistura de conférmeros, principalmente entre estados de cadeiras
('C4 e *C4) e bote-torcido (*So) (Ferro et al., 1990; Tabela 2). A flexibilidade deste
residuo confere a molécula de heparina aspectos conformacionais proprios
(Danielsson et al., 1986) e sugere-se que esta caracteristica do IdoA contribua para
as propriedades anticoagulantes da heparina (Mikhailov et al., 1996), embora a
predominéncia dos conférmeros do IdoA tenha permanecido controversa por algum
tempo (Rees et al., 1985; Casu et al., 19806).

Em geral, a maioria da hexopiranoses existe como um unico conférmero em
solugao, principalmente nas formas de cadeiras 'C,4 ou *C; (Pérez et al., 1996; Horita
et al., 1997). Assim, de forma a verificar a influéncia da conformacé&o do anel na
geometria das ligacdes glicosidicas, as conformacdes “C; e 'C, foram analisadas
para os residuos de L-galactose e L-fucose (Tabela 2). A descricdo da conformagao
de carboidratos é avaliada em fungdo dos angulos de diedro de suas ligagdes

glicosidicas, denominados ¢ e y (e o, para ligacbes 1—6). Em funcdo destas



66

caracteristicas, a geragdo de mapas de contorno € uma ferramenta util para prever a
conformagao das ligagdes glicosidicas de carboidratos. Estes mapas descrevem a
energia associada a cada conformagdo gerada pela combinagdo de diferentes
valores de ¢ e y sugerindo, assim, as provaveis conformagdes mais estaveis para
uma determinada ligacao glicosidica (Figura 11).

A analise dos mapas de contorno das ligagdes glicosidicas dos dissacarideos
2-sulfatados de galactana e de fucana mostrou apenas uma regido de minimo de
energia principal para os angulos ¢ e y de cada dissacarideo. A interconverséo entre
as conformacgdes “C; e 'C4 ndo introduziu grandes mudangas nas preferéncias
conformacionais das ligagbes glicosidicas descritas pelos mapas de contorno,
indicando auséncia de influéncia da forma do residuo para a conformacido destes
polissacarideos. Este tipo de resposta € observada para o residuo de IdoA da
estrutura da heparina, pois ndo sao observadas diferencas nas mudancas
conformacionais induzidas na AT pela heparina com este residuo nas conformacgdes
de cadeira ('C4) ou bote-torcido (3Sp) (Verli e Guimaraes, 2005). Embora a forma da
cadeira n&o implique em diferengcas significativas na geometria da ligagéo
glicosidica, as energias observadas nos mapas de contorno para cada conformagéo
mostram que a forma 'C4 confere maior estabilidade as ligacdes glicosidicas dos
dissacarideos, do que quando os residuos estéo na forma “C;. Estes dados sugerem
entdo, que para os dissacarideos de L-galactose e L-fucose a conformagéao 'Cs &
preferida em relacéo a forma “C.

De acordo com estes dados, a comparacdo das constantes de acoplamento
experimentais e tedricas sugere ainda, que a conformagéao 'C4 é a predominante em
solugédo para os residuos de L-galactose e L-fucose. Contudo, os valores obtidos
pelos calculos de Karplus para a determinagdo das constantes de acoplamento
tedricas apresentam um desvio das constantes de acoplamento experimentais
(maiores que 2,0Hz). Tal desvio ocorre em razdo de que o equilibrio dos
conférmeros € sensivel aos substituintes ligados ao fragmento H-C-C-H e a relagéo
da equacgao de Karplus entre as constantes de acoplamento e os angulos de diedro
€ mal parametrizada para carboidratos carregados (Horita et al., 1997). Apesar deste
desvio, os valores tedricos e experimentais sdo semelhantes, o que indica que os
métodos de MM sido capazes de descrever o comportamento de tais

monossacarideos mesmo na auséncia de dados experimentais.
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Além da conformagdo das hexopiranoses, grupamentos sulfato também sao
capazes de influenciar a preferéncia conformacional das liga¢des glicosidicas. Neste
sentido, foram construidos mapas de contorno para dissacarideos de galactana e
fucana nao-sulfatados de forma a verificar a susceptibilidade da conformacédo dos
dissacarideos a este grupamento. De fato, as regides de minimo de energia dos
mapas de contorno corresponderam a angulos semelhantes para as ligagdes
glicosidicas na presenga e na auséncia dos grupos sulfato. Contudo, os
dissacarideos nao sulfatados apresentaram um perfil conformacional mais flexivel
que na presencga de sulfato. Isto indica que, na auséncia do sulfato, a flexibilidade da
ligacéo glicosidica é maior que na presenga do mesmo. Assim, a presenga do sulfato
esta relacionada com a rigidez do carboidrato e ndo com determinagcdo da

preferéncia conformacional.

5.1.2 DM de polissacarideos de ourigo-do-mar

A caracteristica altamente polar de carboidratos implica em uma interacao forte
com as moléculas de agua circundantes, das quais importantes for¢cas para o
enovelamento e as fungdes dos carboidratos podem surgir (Smithrud et al., 1991;
Kirschner e Woods, 2001). Assim, a inclusdo de moléculas de solvente explicito é
importante para refinar e padronizar as conformag¢dées de minimo de energia obtidas
através da analise conformacional de carboidratos (Pérez et al., 1998).

Com este intuito, foram realizadas simulagdes de DM de decassacarideos de
galactana e fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas. A analise dos angulos de diedro das
ligacdes glicosidicas de tais decassacarideos apds simulagées de DM mostraram
que a média das geometrias obtidas correspondem as regides de minimo de energia
dos respectivos mapas de contorno, indicando que o solvente ndo exerce influéncia
significativa na conformacéo dos decassacarideos de galactana e fucana.

Contudo, ao contrario do observado nos mapas de contorno, a conformacao
dos residuos influencia consideravelmente a dinamica global do polissacarideo, pois
a geometria das ligagdes glicosidicas é similar entre a galactana e a fucana quando
seus residuos estdo na forma 'C4, enquanto que com os residuos na forma “Cs,
observam-se diferengas consideraveis na conformagéo da ligacéo glicosidica entre
as mesmas. Assim, nestes decassacarideos, a geometria das ligagdes glicosidicas

pode sofrer alterag¢des significativas em fungdo da conformagao das hexopiranoses.
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5.1.3 Caracterizacdo dos complexos galactana-AT e fucana-AT

Os calculos de docking realizam a exploragao dos possiveis modos de ligagéo
de um ligante em um determinado receptor, enzima ou proteina-alvo (van de
Waterbeemd et al., 1997). Os algoritmos de docking tentam identificar a
conformagao/orientagcédo do ligante mais favoravel energeticamente quando ligado a
proteina, objetivando encontrar a interagado que resulta em menor energia (Thomsen,
2003). A descricao dos complexos dos decassacarideos de galactana e fucana 2-
sulfatadas, 3-ligadas, com os residuos na forma 'C,, na ligagdo a AT por
experimentos de docking permitiu a identificagdo do papel de alguns dos residuos de
aminoacidos da AT na interagcdo entre ligante e receptor, bem como auxiliou na
identificacdo das diferengas nas atividades apresentadas pela galactana e pela
fucana.

Alguns fatores importantes devem ser considerados para os experimentos de
docking, tais como: fatores estéricos, eletrostaticos, interagdes por ligagdes de
hidrogénio, desolvatagao, entropia rotacional e entropia translacional (Kitchen et al.,
2004). Dentro destes fatores estdo incluidas algumas limitagées dos programas de
docking, as quais referem-se a dificuldade de previsdo de afinidade, além da nao
consideragcdo de efeitos de solvente e a descricdo do sistema de forma rigida
(Kitchen et al., 2004). Assim, os calculos de docking podem ser utilizados para a
previsdo da conformacdo e orientagao iniciais (Warren et al., 2005). Contudo, o
docking pode ser complementado por simulagdes de DM, as quais incluem as
variaveis acima citadas e funcionam como uma estratégia para o refinamento do
sistema em estudo.

Desta forma, buscando considerar moléculas de solvente na interacao
galactana- e fucana-AT e permitir o relaxamento dos sistemas, foram realizadas
simulagdes por DM dos complexos obtidos por docking, em solucdo aquosa. Os
sistemas simulados foram avaliados quanto a energia de interagcdo entre os
decassacarideos e a AT.

A energia de interacéo entre galactana-AT e fucana-AT apds as simulagdes por
DM mostrou-se equivalente para ambos decassacarideos, estando de acordo com a
semelhanga conformacional dos mesmos em solugdao aquosa. Contudo, conforme
observado através dos experimentos de docking, a orientacdo destes
polissacarideos na interagdo com a AT é diferente. A orientacdo da galactana
assemelha-se a orientagdo cristalografica do pentassacarideo sintético complexado
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a AT, ao contrario do que observa-se para a fucana. Assim, ambos polissacarideos
sdo capazes de interagir com a AT, mas apenas para a galactana seria possivel a
interagdo com trombina, o que explica a auséncia de atividade anticoagulante da
fucana e confirma os resultados que indicam que a galactana atuaria através do
mecanismo de ponte (Melo et al., 2004).

A contribuicido especifica de cada residuo de aminoacido para o complexo
heparina-AT demonstra os residuos-chave para a formacdo dos complexos,
auxiliando assim no desenvolvimento de novos compostos bioativos ao identificar
sitios-alvo para o desenho de tais compostos. Na interagcdo do pentassacarideo
sintético com a AT (PDB 1E03), os residuos de aminoacidos mais importantes sdo a
Arg129, a qual esta localizada na regido N-terminal da hélice D e envolvida na
expansado da mesma na ativagdo da AT por GAGs (Verli e Guimaraes, 2005), e a
Lys125, que apresenta papel fundamental no reconhecimento da heparina pela AT
(Schedin-Weiss et al., 2002). De fato, as interagbes mais importantes na interagcéo
entre a galactana 2-sulfatada, 3-ligada ('C4) e a AT sd0 com os residuos Arg129 e
Lys125, cujos valores de energia de interacdo (Eix) com a galactana sdo de -
61,7kd/mol e -72,6 kdJ/mol, respectivamente. Tais interagbes da galactana diferem
das Eint destes residuos com a heparina, pois os valores de energias da ultima com
a Arg129 e a Lys125 s&o de -27,4kd/mol e -25,2 kJ/mol. Os residuos Arg 47 e
Lys114, que apresentam energia de interagdo elevada com o pentassacarideo
sintético (Verli e Guimaraes, 2005), ndo contibuem na formagdo dos complexos
galactana-AT e fucana-AT, o que corrobora a menor atividade anticoagulante destes
compostos em relagdo ao pentassacarideo sintético.

As interagdes da fucana com a Lys125 e a Arg129, realizadas através de
interagdes eletrostaticas com grupos sulfato, e com residuos hidrofébicos (Phe121,
Phe122, Tyr131; Figura 13B), realizados com os grupos metila na posicao CG6,
representam interagcdes responsaveis pela conservagcdo da orientagdo distinta da
cadeia polissacaridica da fucana na complexagcdo a AT em relacdo a galactana.
Enquanto a manutengdo da orientagdo da galactana na complexagédo a AT pode ser
exemplificada pela auséncia destas interagbes hidrofobicas e pela existéncia de
interagdes com residuos polares e basicos como Lys125, Arg129, Arg132, Lys136 e
Lys275 (Figura13A), o que sugere que as interacdes eletrostaticas predominem na
sua complexagao a AT.
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Figura 13. Interagdes da galactana (A) e da fucana (B) com aminoacidos da AT.

De fato, algumas interagdes devem ser mantidas para estabilizar os complexos
galactana-AT e fucana-AT. Para que tal manutengao ocorra em cada complexo, os
grupos de atomos dos polissacarideos, bem como os aminoacidos envolvidos nas
interagbes, sao distintos (Figura 13), embora as energias de interagdo dos
complexos formados sejam estatisticamente semelhantes (Ei= -635.4+93.3 kJ.mol™
para galactana-AT e Ej= -758.0+85.2 kJ.mol™' para fucana-AT). Logo, apesar da
semelhanga conformacional da galactana e fucana, mesmo complexadas a AT
(Tabela 3), a interagdo de tais polissacarideos com as cadeias laterais dos
aminoacidos da proteina, bem como a orientagao destes residuos na formacao dos
complexos sao diferentes, explicando, portanto, as orientagcbes distintas da
galactana e fucana na complexagao a AT.
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Tabela 3: Angulos de diedro médios das ligacdes glicosidicas dos decassacarideos
de galactana e fucana 2-sulfatadas, livres em solugdo ou complexados a AT.
Diedro médio (°)

Angulo de ; 7
i Galactana sulfatada "Cy Fucana sulfatada 'C4
diedro
Livre Complexo Livre Complexo
() -104 £ 14 -100 £ 11 -104 £ 15 -98 + 12
v -107 £ 15 -105 £ 12 -121 £ 15 -114 £ 11

As simulagdes DM mostraram, ainda, a acomodagao da galactana e da fucana
na interagdo com a AT sem, contudo, haver mudagas significativas nas suas
conformacgdes globais (Tabela 3; Figura 14), reforcando assim a importancia da DM

para o refinamento e a descrigdo de complexos obtidos por calculos de docking.

Figura 14. Complexos galactana-AT (A) e fucana-AT (B), no inicio (vermelho) e apés

5.2ns (azul) de simulagéo de DM. A AT esta na mesma orientagdo em A e em B.

Assim, os processos de docking permitiram caracterizar a conformagao da
galactana e da fucana quando complexadas a AT e explicar, apos refinamento por

simulagdes de DM, as diferengas nas atividades anticoagulantes das mesmas.
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5.2 Estrutura de glicosilagdo da AT

As glicoproteinas estdo amplamente distribuidas na natureza e ocorrem em
todos os compartimentos celulares. As estruturas glicosidicas apresentam papel
fundamental na modulagao da interacdo de uma proteina com seu meio circundante,
influenciando suas atividades e destinos biologicos. Estas também estdo envolvidas
no enovelamento correto de proteinas, controle de qualidade, selecdo e transporte
(Helenius e Aebi, 2001). Apresentam particular importancia na superficie das
células, onde regulam processos criticos fundamentais na comunicacéo intercelular,
como interagcbes célula-célula e célula-matriz extracelular, proliferacido celular e
infecgdo (Helenius e Aebi, 2001). O papel biolégico dos oligossacarideos distingue
as proteinas que sao cruciais para o funcionamento e desenvolvimento de um
organismo, pois estdo envolvidos na mediacdo do reconhecimento especifico ou na
modulagao de processos bioldgicos (Varki, 1993). Em fungdo da enorme importancia
das estruturas de glicosilagdo das proteinas para as suas atividades bioldgicas,
surge a necessidade do estudo da estrutura e conformagédo da parte sacaridica de
glicoproteinas.

Existem informagdes importantes acerca da estrutura e fungcdo da AT, seja de
origem cristalografica (McCoy et al., 2003), seja bioquimica (Franzén et al., 1980;
Turk et al., 1997; Demelbauer et al., 2005). Contudo, embora ja esteja descrita a
importancia da glicosilagdo da AT para as suas propriedades hemostaticas (McCoy
et al., 2003), pouca informagao estrutural esta disponivel acerca de sua forma
completa, glicoprotéica. A unica fonte de informagao neste sentido € cristalografica
(McCoy et al., 2003), e ndo elucida o papel da glicosilagdo na modulagdo das
propriedades anticoagulantes da AT. Adicionalmente, carboidratos podem ser
particularmente sensiveis a efeitos de empacotamento cristalino, o que pode
comprometer o uso da conformagao cristalografica na interpretacdo dos aspectos
estruturais de suas fungdes hemostaticas.

Nosso grupo demonstrou previamente a aplicagcdo de simulagbes de DM na
descricao da ativagdo da AT pelo pentassacarideo sintético (Verli e Guimaraes,
2005). Contudo, a época, a inclusdo da descricdo de informagdes estruturais acerca
do padrao de glicosilagdo da AT humana apresentava dificuldades metodoldgicas,
além de demandar um elevado custo computacional. A partir da determinagao da
estrutura cristalografica da AT glicosilada, partimos para o refinamento de nossos
modelos computacionais desta serpina, buscando descrever suas propriedades de
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forma o mais proximo possivel das observadas no plasma. Neste processo, a
primeira etapa envolve a determinagdo da conformagao da parte glicosidica da AT
em solugado, confrontando-a aos dados cristalograficos. A partir dos dados obtidos,
sera possivel em um segundo momento, avaliar o papel desta estrutura de
glicosilagdo na conformacgéo da AT e no seu reconhecimento pela heparina.

Para esta primeira etapa do trabalho, a estratégia escolhida envolveu a
geragdo de mapas de contorno para os dissacarideos da estrutura de glicosilagao,
seguido de simulagdes de DM dos mesmos para avaliar a influéncia do solvente na
conformagao das ligagdes glicosidicas. Por fim, foram realizadas simula¢gées de DM
da estrutura de glicosilagdo completa, bem como a comparagao das estruturas finais
com a conformacgao cristalografica da parte glicosidica nos cristais da AT.

5.2.1 Descrigcao das ligagdes glicosidicas da estrutura de glicosilagdo da AT

O método utilizado para acessar o espago conformacional de unidades
dissacaridicas foi a construcdo de mapas de contorno tipo Ramachandran,
relacionando a energia de cada conformac&o aos angulos de torséo ¢, v e ® das
ligacdes glicosidicas (Figuras 11 e 15). A conformacdo dos monossacarieos foi
mantida como “Cy, conforme estruturas cristalograficas (PDB IDs 1E03, 1E04 e
1E05). De fato, hexopiranoses na forma “C, s&o preferidas, pois apresentam os
susbstituintes na posicdo equatorial, enquanto que na forma 'C4 os substituintes
estdo na posicéo axial (Perez et al., 1996). Conformagdes onde os grupos hidroxila
estdo em orientagdes equatoriais sdo preferenciais, pois apresentariam menor
interferéncia com o solvente em comparagao com grupos em posigao axial (Uedaira
et al., 2001).

Os mapas de contorno permitiram a descricdo grafica das mudancgas de
energia como uma fung&o da orientagao relativa dos monossacarideos e apontaram
a conformagcdo do minimo de energia, as rotas de interconversdo entre os
conférmeros e a altura das barreiras de transicdo. Para a estrutura de glicosilagao,
0os mapas indicaram que cada ligacdo glicosidica apresenta duas conformagdes
preferenciais, exceto pelas ligagdes glicosidicas dos dissacarideos Mano(1—6)Man
e Mano(1—3)Man, para os quais observam-se mais de duas regides de minimo de
energia. A presenga de substituintes volumosos no dissacarideo Siaf(2—6)Gal
parece ainda, diminuir a flexibilidade da ligagdo glicosidica devido a efeitos de

interferéncia estérica intramolecular.



74

OH

OH
4 o o v 4 o
o o
1 CH,OH\ 1 ASn
OH ¢. v o 2 OH CH,OH OH

NCOCH, OH NCOCH,

Figura 15. Angulos de diedro da estrutura glicosidica da AT analisados. As letras
representam o0s  dissacarideos estudados: GIcNAcB(1—4)GIcNAc  (A),
ManB(1—4)GIcNAc (B), Mano(1—6)Man (C, D), Mano(1—2)GIcNAc (E),
GalB(1—4)Man (F), SiaB(2—6)Gal (G, H), Mano(1—3)Man (I). Os angulos de diedro
o (vermelho), y (verde) e o (laranja) definem a ligagao glicosidica de cada ligagéo
glicosidica.

A presenga de moléculas de solvente é crucial para a determinagdo da
estrutura tridimensional de carboidratos, dada sua alta polaridade e sua habilidade
de realizar interagdes por ligacbes de hidrogénio (ltem 5.1.2). Neste contexto, de
forma a incluir moléculas de solvente explicito para avaliar sua influéncia na
caracterizagdo da conformacédo das liga¢des glicosidicas da estrutura de glicosilagéo
da AT, foram realizadas simulagcbes por DM dos dissacarideos que constituem a
ATg. Cada dissacarideo foi construido utilizando-se a conformagéo correspondente
a regido de minimo de energia dos respectivos mapas de contorno. Para mapas de
contorno com mais de uma regido de minimo de energia, a geometria do
dissacarideo foi determinada pela escolha da conformacido correspondente ao
centro da regido de minimo de energia nos respectivos mapas tal que sua
orientacdo fosse similar a observada na estrutura cristalografica da AT. De fato, os
resultados obtidos indicaram a auséncia da influéncia do solvente na determinacao
da conformag&o da maioria dos dissacarideos, pois exceto pelas geometrias obtidas
para as ligagdes glicosidicas dos dissacarideos Mano(1—6)Man e Siao(2—6)Gal, as
médias obtidas para os demais dissacarideos estdo de acordo com os valores
previstos pelos mapas de contorno.
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No caso do dissacarideo Siao(2—6)Gal em solugdo aquosa, a diferenca
observada em relagdo a geometria no mapa de contorno pode ser devido a redugéo
da interferéncia estérica causada pelo grupamento carboxila na posi¢do C2 do
residuo de acido sialico e pela maior flexibilidade deste dissacarideo em solugao
aquosa, pois, assim como o dissacarideo Mana(1—6)Man, sua conformagédo é
determinada por trés angulos de diedro (¢, vy e w). O aspecto mais importante
observado durante as simulagdes realizadas refere-se ao angulo o do dissacarideo
Mano(1—6)Man, que adota trés conformacgdes principais: 180°, +60° e 90°. Tal
observagédo € de grande relevancia, ja que este angulo tém sido descrito como o
dissacarideo responsavel por determinar a conformagao global de oligossacarideos
N-ligados (Qasba et al., 1997).

5.2.2 Descrigado da estrutura de glicosilagdo da AT

A elucidacdo da conformagdo da ATg € importante para a posterior descricao
das estruturas completas da o-AT e B-AT, e para a caracterizagao das razdes
moleculares para o reconhecimento distinto destas isoformas de AT pela heparina.
De forma a considerar as interagbes entre monossacarideos nao ligados
covalentemente, mas proximos espacialmente, e em fungao da observacao de que a
geometria em torno da ligagdo glicosidica do dissacarideo Mano(1—6)Man
apresenta mais de uma conformacao preferencial, trés simulagcdes de DM da
estrutura de glicosilagdo da AT completa foram realizadas.

A diferenca entre os oligossacarideos simulados consitiu na geometria inicial
do angulo o de Mano(1—6)Man, cujos valores no inicio da simulagdo de DM foram
de 180°, 60° ou -90°. As conformagdes obtidas em cada simulagdo, apresentaram
uma forma globular, com ambos bragos (Figura 4) voltados para o pentassacarideo
central da estrutura de glicosilacédo da AT. Apesar da forma globular semelhante, a
conformagao das ligagbes glicosidicas no brago 6 € distinta nas trés estruturas,
mostrando a influéncia do angulo w para a geometria das ligagdes glicosidicas deste
brago. O angulo ®, nas simulagbes em que seu valor inicial foi de +60° ou -90°,
tende a conversao para valores proximos de 180°, indicando que transi¢cdes entre as
conformacgdes preferenciais ocorrem facilmente (Figura 16).

Estes dados estdo de acordo com a proporgédo das conformagdes do adngulo

no dissacarideo Mana(1—6)Man, onde o valor 180° é maijoritario e corresponde a
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mais de 50% da populagdo de conformagdes para este angulo (Figura 16).
Trabalhos anteriores confirmam os valores observados no presente trabalho para
oligossacarideos N-ligados do subtipo complexo e bi-antenial, de forma que o angulo

o varia geralmente entre +60° e 180° neste subtipo (Brisson e Carver, 1983).
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Figura 16. Analise populacional do angulo ® apds simulagdes por DM do
dissacarideo Mano(1—6)Man. O angulo o no valor de 180° (verde) corresponde a
52%; 60°(vermelho) corresponde a 31%; e 90° (preto) corresponde a 17%. Variagéo
do &ngulo o do dissacarideo Mana(1—6)Man ao longo de 10.000ps de simulagdo de

DM, com o valor inicial para o angulo o = 180°, 60° e -90°.

As simulagdes de DM do oligossacarideo mostraram ainda que a geometria de
alguns dissacarideos (Mana(1—6)Man e GIcNAco(1—2)Man em ambos bragos,
Siap(2—6)Gal do brago 3 e GalB(1—4) GIcNAc do brago 6) sofrem uma mudanga
em relagdo a observada nos dissacarideos isoladamente (mapas de contorno e
simulagcbes de DM). Estas alteragbes incluem mudangas para a geometria
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relacionada ao outro minimo de energia previsto pelos respectivos mapas de
contorno. Adicionalmente, ocorrem alteragdes no brago 3, pois dissacarideos de
mesma consituicdo em cada brago da estrutura oligossacaridica, como os
dissacarideos E, F e G,H (Figura 15), apresentam geometrias distintas. Tais
resultados mostram nao sé a influéncia do angulo ®w de Mano(1—6)Man, mas da
presencga de outros residuos, mesmo que n&o diretamente ligados, na conformagéao
dos dissacarideos. Assim, diferencas significativas nas preferéncias conformacionais
dos angulos de torsdo das ligagbes glicosidicas sdo observadas pela presenga ou
auséncia de outros monossacarideos, indicando que diferentes monossacarideos
s&o capazes de influenciar a geometria das ligages glicosidicas.

De acordo com os dados obtidos, mesmo monossacarideos distantes podem
influenciar a preferéncia conformacional de uma determinada ligacéo glicosidica,
existindo portanto, uma interdependéncia entre as conformacgdes preferidas da
ligacdo glicosidica de cada dissacarideo. Neste caso, como cada conformagéo é
definida em fungdo do angulo o do dissacarideo Mano(1—6)Man, este parece ser o
principal responsavel pela determinagdo da conformagdo global deste

oligossacarideo.

5.2.3 Contatos cristalograficos

A aplicacdo de métodos de cristalografia e de RMN para o estudo de
carboidratos apresenta alguns problemas associados a descri¢do da estrutura 3D e
conformagao dos mesmos e, geralmente, resultam em um unico modelo 3D, o que
dificulta a representacdo adequada das propriedades dindmicas de tais compostos
(Perez e Mulloy, 2005). Assim, a determinacg&o de estruturas 3D de biomoléculas por
RMN e por métodos de cristalografia de raios-X sdo areas que se beneficiam
diretamente da DM, pois esta possibilita a descricdo dinamica e, portanto, o
refinamento do sistema em estudo (Karplus e Petsko, 1990).

Trabalhos anteriores apontaram a existéncia de efeitos de empacotamento na
determinacdo da estrutura de proteinas (Jacobson et al., 2002; Eyal et al., 2005;
Rapp e Pollack, 2005). Esta inferéncia pode ser extendida para a conformacao de
polissacarideos, ja que a maioria dos contatos cristalograficos sao formados por
cadeias laterais de aminoacidos polares (Dasgupta et al., 1997), o que aumenta as
possibilidades de interacdes com os oligossacarideos. E importante observar que a

conformagao do oligossacarideo no cristal € mantida por uma série de interagdes
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por ligacdo de hidrogénio, interagcbes eletrostaticas, de van der Waals e pontes
salinas entre o oligossacarideo e aminoacidos da AT compondo a unidade cristalina.
Tais interacbes podem ser responsaveis pela distorcdo da estrutura glicosidica da
AT no cristal.

As simulacdées de DM nos permitiram observar mudangas nas propriedades
conformacionais da estrutura de glicosilagdo da AT: a comparacéo da conformacéo
da estrutura glicosidica da AT determinada por experimentos de cristalografia de
raios-X (Codigos PDB: 1E03, 1E04 e 1E05) e por simulagbes de DM evidenciaram a
existéncia de distorgbes na estrutura cristalografica da AT e demonstraram a
contribuicdo de interagbes cristalograficas que caracterizam a existéncia de efeitos
de empacotamento, capazes de influenciar a conformacdo adotada pela estrutura
glicosidica da AT no meio cristalografico. Existe assim, uma influéncia mutua entre
proteina-oligossacarideo que leva a alteracédo da flexibilidade e da conformacgéo de

cada estrutura.

5.3 Simulagées por DM na caracterizacdo da estrutura e conformacao de
carboidratos

Ao longo dos anos, a MM vem se mostrando como uma importante ferramenta
no estudo de macromoléculas e pequenos ligantes, bem como a interagdo entre os
mesmos, principalmente através de simulagbes por DM. A elucidagédo da estrutura
tridimensional, bem como das propriedades dinamicas de oligossacarideos séo pre-
requisitos para um melhor entendimento das bases moleculares de reconhecimento
das proteinas-alvo (Imberty e Pérez, 2000) e do papel dos carboidratos em sistemas
biologicos. As técnicas de MM, juntamente com métodos experimentais, auxiliam na
determinacdo das conformagdées que podem influenciar o comportamento dos
carboidratos (Ferro et al., 1995) e as simulagbes de DM permitem a caracterizagéo
dos carboidratos em seu ambiente natural, complementando técnicas experimentais
(Verli e Guimaraes, 2004).

O uso de simulacdes por DM é indicado para o estudo de carboidratos em
solugéo (Longhi et al., 2000). Contudo, existe a necessidade do desenvolvimento na
parametrizacdo dos campos de forca para essa classe de macromoléculas, pois os
métodos de DM apresentam uma série de dificuldades para a descricdo da estrutura
3D de carboidratos (Ragazzi et al., 1990), embora alguns trabalhos neste sentido
tenham sido realizados (Spiwok et al., 2005; Yui e Ogawa, 2005; Tschampel et al.,
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2006). A presenca de grupos polares (grupos N- e O-sulfato), elevada flexibilidade,
presencga de anéis de 6 membros (adotam grande variedade de conformacgdes) e as
diferengas nas propriedades eletrénicas que podem ocorrer durante modificacoes
conformacionais e configuracionais sdo caracteristicas que influenciam fortemente a
conformagao de carboidratos (Longhi et al., 2000) e que dificultam a parametrizagéo
dos campos de forga para estes compostos (Imberty et al., 1997; Pérez et al., 1998;
Yui e Ogawa, 2005; Tschampel et al., 2006). Polissacarideos formam a familia mais
abundante de biopolimeros e, assim, outro fator que dificulta o estudo de
carboidratos por métodos de MM refere-se a sua diversidade estrutural, que varia
desde simples homopolimeros lineares a heteropolimeros ramificados, em funcao da
existéncia de um grande numero de monémeros, os quais podem ser ligados entre
si através de maneiras diversas (Pérez et al., 1996; Imberty e Perez, 2000). A
simulagao da interac&do de carboidratos com proteinas também apresenta obstaculos
como baixa superficie de complementaridade e alta densidade de carga nas areas
de interacao (Pérez et al., 1998).

Angulo e colaboradores realizaram a simulagdo por DM da heparina (Angulo et
al., 2003) utilizando o campo de forca AMBER (Weiner et al., 1986), com a adi¢ao de
modificagdes nos parametros desenvolvida para carboidratos, no GLYCAM93
(Woods et al., 1995). Contudo, tal estudo n&o descreveu o polissacarideo em termos
de sua geometria, isto é, ligacdo glicosidica ao longo da cadeia polissacaridica
(Ernst et al., 1998; Mulloy e Forster, 2000).

Objetivando contornar as dificuldades na simulagdo de carboidratos e
possibilitar a descricdo da conformagdo dos mesmos, Nnosso grupo ja realizou a
parametrizacado de simulagdes por DM para carboidratos utilizando uma metodologia
mais simples (Verli e Guimaréaes, 2004; Becker et al., 2005, Verli e Guimaraes 2005).
Tais parémetros incluem a geragédo de cargas atdbmicas e definicdo de angulos de
diedro para manutencdo da conformacdo de anéis de 6 membros, bem como de
angulos de diedro para a descrigdo das ligagbes glicosidicas. Esta metodologia
permitiu a representagado adequada da estrutura da heparina em solu¢éo aquosa, no
GROMACS (Berendsen et al., 1995; van der Spoel et al., 2004), um campo de forga
nao especifico para carboidratos. Este pacote/campo de for¢a € gratuito e veloz, o
que ¢é essencial para a reducdo dos custos computacionais associados
principalmente ao tempo da simulagdo de sistemas moleculares maiores, como 0s

complexos galactana-AT e fucana- AT.
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Através destes protocolos foram geradas cargas atébmicas através do esquema
de cargas de Lowdin, para os residuos da heparina (IdoA, GIcA e GIcN; Verli e
Guimaraes, 2004; Becker et al., 2005), para os monossacarideos da galactana e
fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas, para os residuos da estrutura de glicosilagédo da AT
(Gal, Man, Sia e GIcNAg) e para os monossacarideos constituintes do
exopolissacarideo produzido pela bactéria Burkholderia tropica (Rha2Ac, Rha, Glcp;
Reis et al., 2004; Serrato et al., 2006). Estes residuos foram divididos em grupos de
cargas, de forma que as cargas atdbmicas calculadas possam ser aplicadas para
diferentes residuos de carboidratos e campos de forga (Tabela 4).

Entender a conformacéo dos carboidratos e a sua interacdo em nivel molecular
com os componentes do sistema fisiologico é essencial para o entendimento dos
processos bioldgicos no quais estas macromoléculas estdo envolvidas. Em fungéo
das dificuldades em resolver estruturas glicosidicas por métodos de cristalografia de
raios-X, bem como por experimentos de ressonancia magnética nuclear (RMN), que
sugerem apenas uma conformagdo que é a média de uma populagdo de
conformagdes, as simulagdes por dindmica molecular (DM) sdo uma ferramenta
essencial na determinacdo das conformagdes acessiveis de oligossacarideos.
Assim, a bioinformatica estrutural e a MM apresentam importante papel em
processar a grande quantidade de dados acerca de caboidratos, gerando

informacgdes bioldgicas relevantes e/ou complementares aos dados pré-existentes.

Tabela 4: Representagdo esquematica das cargas atébmicas parciais parametrizadas
para os residuos da heparina (ldoA, GIcA e GIcN), para residuos da estrutura
glicosidica da AT (Man, Gal, Sia e GIcNAg), para residuos da galactana e fucana
(Gal e Fuc 2-sulfato) e para residuos do EPS (Rha2Ac, Rha, Glcp), no campo de
forca GROMACS.

Monossacarideo  Abreviatura Estrutura e grupos de carga® Referéncia
A

Acido Idurénico

2-sulfatado ldoA

[1, 2]
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Acido Glicurénico GlcA [1, 2]
Gesmia 2 g 12
Ligagéo o1 —4 [1,2]
Galactose Gal2s 3]

2-sulfato




Fucose 2-sulfato Fuc2S [3]
Manose Man [4]
Galactose Gal [4]
0.201 T ‘
N 2
Acido Sialico Sia [4]
N-acetil- GIcNAg [4]

glicosamina




&3

Ligacdo a1—6

[4]

2-0O-acetil-

ramnose Rha2Ac [°]
Ramnose Rha [5]
Glicose Glcp [5]

Os valores das cargas individuais estdo apresentados apenas para grupos novos. Grupos repetidos aparecem
demarcados, sem os valores de cargas.

[1] Verli e Guimaraes, 2004; [2] Becker et al, 2005; [3] Becker et al, 2007a; [4] Becker et al., 2007b; [5]
resultados n&o publicados.
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6 Conclusoes

A partir dos objetivos tragados, o presente trabalho permitiu:

>

Construgdo de mapas de contorno para descrever a conformacédo das
ligagdes glicosidicas da galactana e da fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas;
Descricdo do comportamento conformacional da galactana e fucana
sulfatadas em solucao aquosa;

Proposicao, por métodos de docking e DM, dos complexos galactana-AT
e fucana-AT;

Analise quantitativa da contribui¢cdo de cada residuo de aminoacido para
a formacéo dos complexos galactana-AT e fucana-AT,

Através da orientagdo da galactana e da fucana quando complexadas a
AT, foi proposta uma explicagao para as diferengas nas suas atividades
anticogulantes;

Construgdo de mapas de contorno para descrever a conformacédo das
ligagdes glicosidicas da parte glicosidica da AT;

Caracterizagéo e refinamento da conformacgéo cristalografica da parte
glicosidica da AT por DM,;

Observacao da existéncia de distorgdes na estrutura cristalografica da

AT glicosilada, resultantes de efeitos de empacotamento.

Globalmente, os resultados obtidos confirmam o potencial de ferramentas de

MM no estudo de sistemas bioldgicos, particularmente na caracterizagdo molecular

das propriedades bioquimicas e farmacoldgicas de polissacarideos.
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7 Perspectivas

Considerando-se os procedimentos de simulagdo do presente trabalho, assim
como as informagdes obtidas acerca da estrutura glicosidica da AT, as seguintes
perspectivas podem ser tracadas:

» Avaliar o efeito da glicosilacdo na dindmica da AT e na formagao do
complexo heparina-AT,;

» Caracterizacdo da interacdo da galactana e fucana 2-sulfatadas, 3-
ligadas com a AT glicosilada;

» Caracterizagdo da complexac¢do da galactana 2-sulfatada, 3-ligada e da
fucana 2-sulfatada, 3-ligada com o flla e fXa;

» Dado o fato de que a estrutura de glicosilacdo da AT e da trombina s&o
iguais, avaliar o efeito da glicosilacdo na dinamica da trombina e na

formacao de seu complexo com a AT.
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9 Anexos

Durante a realizagdo desta dissertagdo tive a oportunidade de realizar
colaboragdes com os grupos do Prof. Dr. Luis Mauricio T. R. Lima, da Faculdade de
Farmacia, UFRJ, acerca do refinamento da estrutura cristalografica da trombina
complexada a suramina e do Prof. Dr. Fabio Klampt, do Departamento de
Bioquimica, UFRGS, acerca da descricdo conformacional das formas oxidadas da
proteina cofilina. Destas colaboragdes surgiram alguns trabalhos que estdo em fase
de finalizagao.

9.1 Trabalho Il

Em preparacéao

Refinement of the Thrombin-Suramin Complex by Molecular

Dynamics Simulations

Camila F. Becker, Hugo Verli, Luis Mauricio T. R. Lima

It has been progressively evidenced the influence of crystal environment on
protein conformation(7) and, consequently, on the correlation between the three-
dimensional structure of a given molecule and its biological function. So in order to
refine the thrombin-SVR crystallographic complex we decided for the use of
molecular dynamics (MD) simulations. Indeed, with the isolation of just one thrombin-
SVR complex from its crystallographic environment, replacing crystal contacts by
water molecules, such methodology is capable to evaluate the extent of
conformational modification induced by non-biological interactions(2-4).

Two 10ns MD simulations were performed, one for the thrombin-SVR complex
and one for the uncomplexed thrombin. All simulations were stable during the
performed time scale (Figure1A), with an average RMSD for the protein moiety of
about 0.3nm (Supplemental). Increased flexibilities were observed for thrombin L
chain (average value = 0.34nm) and for SVR (average value = 0.43nm). Such
deviations are located in the first 2ns and correspond to a large modification of SVR
orientation at the binding site (Figure1D). Through this process, a series of
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interactions are augmented, as those with residues Lys87, Lys107, Lys236, Trp237,
and Phe245, and other are lost, as with Arg93, Asp243, and Glu247, resulting in an
increase of about -300kJ/mol in SVR interaction with thrombin (Table 1 and
Supplemental).

Figure 1: Comparison between crystal (brown) and MD (blue) conformations of the
thrombin-suramin complex. A) superimposition between crystal and the final frame
from MD, B) crystallographic orientation of suramin, C) solution orientation of suramin
after 10ns, and D) superimposition of 10 suramin conformations, collected from each
1ns (the change in suramin color from brown to blue consent with the simulation

progression). All thrombin structures are in the same orientation.

Table 1: Average interaction energy between SVR and thrombin.

Thrombin residues Average interaction

energy (kJ/mol)®

Lys87 -28.2+22.6
Pro92 -15.7+£3.3
Arg93 -19.4 £12.9
Arg101 -26.7 £ 11.2
Lys107 -59+8.0
Lys236 -46.8 £ 18.2
Trp237 -60.9 +13.4
Lys240 -56.4 £ 24 .4
Asp243 -2.7+4.0
GIn244 -52.8 £ 6.6
Phe245 -455+10.4
Glu247 -146+£11.9
Total -492.0 +51.7

@ Sampled over all the 10ns MD simulation.
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In addition, the comparison between MD and the X-ray data suggest that the
origin for the SVR behavior in the performed simulations lies in crystal contacts. As
shown in Figure 1, one part of SVR occupies in MD the same region as in the crystal,
while the opposite part modifies its orientation. The fixed part of SVR is held in crystal
by a series of contacts with the Glu14C-Ser14| helix and with a tight packing against
Asp186A-Glu186B of the neighbor thrombin molecule in the crystal cell, which
conformationally restrict the orientation of SVR in crystallographic structure. Upon
removal of this contacts and inclusion of water molecules, the L chain accommodates
in solution, originating the increased RMSD value observed in the simulations

(Supplemental).

Supplemental Material
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Figure 1S: A) All atom RMSD for thrombin H chain (black for thrombin-SVR complex
and red for uncomplexed thrombin) and L chain (green for thrombin-SVR complex
and blue for uncomplexed thrombin), and for SVR complexed with thrombin. B)

Interaction energy between thrombin and SVR.
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Figure 2S: Interaction energy between a set of thrombin amino acid residues and

SVR.
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9.2 Trabalho IV

Em preparacéao

Conformational description of cofilin oxidation state

Camila F. Becker, Fabio Klamt, Hugo Verli

O citoesqueleto de actina apresenta papel essencial em muitos processos
celulares, tais como citocinese, mudanca na forma das células, endocitose e
exocitose. Todos estes processos sdo dependentes da correta organizagao espacial
e temporal do citoesqueleto de actina, ou seja, regulagdo da des- e da
polimerizagéo. Esta reorganizagcdo no citoesqueleto é regulada por uma variedade
de proteinas ligadoras de actina, as quais por sua vez sio reguladas por estimulos
externos como niveis de Ca®*, pH e fosforilagdo reversivel (Pfannstiel et al., 2001;
Pope et al., 2004).

A cofilina pertence a uma familia de proteinas ligadoras de actina e € capaz de
ligar-se a actina e assim, realizar a despolimerizagdo dos filamentos de actina
através da aceleracédo da taxa de dissociagcdo das subunidades (Pfannstiel et al.,
2001; Pope et al., 2004). Além disso, a cofilina é capaz de auto-associar-se,
formando dimeros e oligbmeros de cofilina através de ligagdes tiol-especificas. A
cofilina parece existir em duas isoformas in vivo: mondémeros exibindo atividade de
separagao e oligbmeros exibindo atividade de indugdo do empacotamento da actina.
Em células submetidas a estresse oxidativo, a cofilina estd associada com
empacotamento de actina e assim, extrapola-se que a cofilina possa apresentar a
atividade de indug&o do empacotamento da actina in vivo (Pfannstiel et al., 2001).

Como a dimerizacdo da cofilina parece ser realizada através de pontes
dissulfidicas, o objetivo deste trabalho é investigar a influéncia da oxidagcdo dos
residuos de cisteina na estrutura da cofilina. Assim, a estrutura cristalografica da
cofilina humana utilizada esta depositada sob o codigo PDB 1Q8G. A forma oxidada
da cofilina foi obtida da estrutura 1Q8G, contendo as quatro cisteinas com o
grupamento —SH oxidado a acido sulfénico (-SOH). Ambas estruturas foram

simuladas por DM (figura 1).
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Figura 1. Estrutura da cofilina (1Q8G) e da cofilina oxidada ap6s simulagées de DM.
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tempo, para a cofilina e para a cofilina oxidada.
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De forma a verificar a mobilidade relativa das diferentes regides da cofilina, foi
realizada a analise de RMSF como fungdo do numero do residuo de aminoacido e
do tempo (figura 3) para a cofilina e para a cofilina oxidada. Dos residuos 30 a 60, a
folha-f desfaz-se (figura 2) da cofilina normal para a oxidada, o que esta de acordo
com a maior flexibilidade desta regi&do como demonstrado pelo grafico de RMSF
(figura 3). Nos residuos em torno de 140-160, a-hélices transformam-se em voltas e
alcas (figura 2), as quais sdo mais flexiveis, como demonstrado através do RMSF
(figura 3). As regides mencionadas acima compreendem dois dos residuos de
cisteina oxidados (Cys 39 e Cys139). Assim, os resultados contribuem para
demonstrar a desestabilizagdo e o aumento da flexibilidade da estrutura da cofilina

guando as cisteinas estao na forma oxidada.
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9.3 Arquivos de simulagées por DM

Sao arquivos de entrada, que contém os parametros de simulagdes por DM, isto
€, sdo arquivos .mdp que listam os parametros que controlardo o sistema molecular.
Dentre outros, informam como a integracédo deve ser realizada, por quantos passos,

qual a temperatura e a presséao, o tempo total da simulagédo ou etapa a ser simulada.
Minimizacdo de energia:

User spoel (236)
Wed Nov 3 17:12:44 1993

’
’
’
’

Input file
title = Yo
Ccpp = /lib/cpp
define = -DFLEX_SPC
constraints = none
integrator = steep
emtol = 0.0001
emstep = 0.1
nstcgsteep = 100
nsteps = 150000
nstcomm = 1
nstxout = 100
nstvout = 100
nstfout = 0
nstlog = 100
nstenergy = 100
nstlist = 10
ns_type = grid
coulombtype = PME
rlist = 0.9
rcoulomb = 0.9
rvdw = 0.9
pme_order = 4

; Berendsen temperature coupling is on in four groups

Tcoupl = no
; Isotropic pressure coupling is now on
Pcoupl = no

Termalizacdo A:

User spoel (236)
Wed Nov 3 17:12:44 1993

7
’
7
’

Input file
title = Yo
cpp = /lib/cpp
define = -DPOSRE
constraints = all-bonds
integrator = md
tinit = 0.0
dt = 0.002 ; ps !
nsteps = 500 ; total 1 ps.
nstcomm = 1
nstxout = 100
nstvout = 100
nstfout = 0
nstlog = 100
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nstenergy = 100

nstlist = 10

ns_type = grid
coulombtype = PME

rlist = 0.9

rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
optimize_fft = vyes

pme_order = 4

ewald_rtol = le-5

; Berendsen temperature coupling is on in four groups
Tcoupl = Dberendsen
tc-grps = _2 SOL Na
tau_t = 0.1 0.10.1
ref_t = 50 50 50

; Energy monitoring

energygrps = _2 SOL Na

; Isotropic pressure coupling is now on
Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = isotropic
tau_p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref_ p = 1.0

; Generate velocites is off at 100 K.
gen_vel = vyes

gen_temp = 50.0
gen_seed = 173529

Termalizacdo B:

i User spoel (236)
; Wed Nov 3 17:12:44 1993

; Input file

title = Yo

Ccpp = /lib/cpp
define = -DFLEX_SPC
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 1.0

dt = 0.002 ; ps !
nsteps = 4500 ; total 9 ps.
nstcomm = 1

nstxout = 100

nstvout = 100

nstfout = 0

nstlog = 100
nstenergy = 100

nstlist = 10

ns_type = grid
coulombtype = PME

rlist = 0.9
rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
optimize_fft = vyes
pme_order = 4
ewald_rtol = le-5

; Berendsen temperature coupling is on in four groups
Tcoupl = Dberendsen
tc-grps = _2 SOL Na
tau_t = 0.1 0.10.1
ref_t = 50 50 50

; Energy monitoring

energygrps = _2 SOL Na
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; Isotropic pressure coupling is now on

Pcoupl = berendsen
Pcoupltype = isotropic
tau_p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

; Generate velocites is off at 100 K.
gen_vel = yes

gen_temp = 50.0
gen_seed = 173529

Termalizacdo C:

i User spoel (236)
; Wed Nov 3 17:12:44 1993

; Input file

title = Yo

Ccpp = /lib/cpp
define = -DFLEX_SPC
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 10.0

dt = 0.002 ; ps !
nsteps = 2500 ; total 5 ps.
nstcomm = 1

nstxout = 100

nstvout = 100

nstfout = 0

nstlog = 100

nstenergy = 100

nstlist = 10

ns_type = grid
coulombtype = PME

rlist = 0.9

rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
optimize_fft = vyes

pme_order = 4

ewald_rtol = le-5

; Berendsen temperature coupling is on in four groups
Tcoupl = berendsen
tc-grps = _2 SOL Na
tau_t = 0.1 0.10.1
ref_t = 100 100 100

; Energy monitoring

energygrps = _2 SOL Na

; Isotropic pressure coupling is now on
Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = isotropic
tau_p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref_ p = 1.0

; Generate velocites is off at 100 K.
gen_vel = vyes

gen_temp = 100.0
gen_seed = 173529

Termalizacdo D:

i User spoel (236)
; Wed Nov 3 17:12:44 1993
; Input file
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’

title = Yo

Ccpp = /lib/cpp
define = -DFLEX_SPC
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 15.0

dt = 0.002 ; ps !
nsteps = 2500 ; total 5 ps.
nstcomm = 1

nstxout = 100

nstvout = 100

nstfout = 0

nstlog = 100

nstenergy = 100

nstlist = 10

ns_type = grid
coulombtype = PME

rlist = 0.9

rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
optimize_fft = vyes

pme_order = 4

ewald_rtol = le-5

; Berendsen temperature coupling is on in four groups
Tcoupl = Dberendsen
tc-grps = _2 SOL Na
tau_t = 0.1 0.10.1
ref_t = 150 150 150

; Energy monitoring

energygrps = _2 SOL Na

; Isotropic pressure coupling is now on
Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = isotropic
tau_p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

; Generate velocites is off at 100 K.
gen_vel = vyes

gen_temp = 150.0
gen_seed = 173129

Termalizacdo E:

i User spoel (236)
; Wed Nov 3 17:12:44 1993

; Input file

title = Yo

Ccpp = /lib/cpp
define = -DFLEX_SPC
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 20.0

dt = 0.002 ; ps !
nsteps = 2500 ; total 5 ps.
nstcomm = 1

nstxout = 100

nstvout = 100

nstfout = 0

nstlog = 100

nstenergy = 100

nstlist = 10

ns_type = grid

coulombtype = PME
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rlist = 0.9

rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
optimize_fft = vyes

pme_order = 4

ewald_rtol = le-5

; Berendsen temperature coupling is on in four groups
Tcoupl = Dberendsen
tc-grps = _2 SOL Na
tau_t = 0.1 0.10.1
ref_t = 200 200 200

; Energy monitoring

energygrps = _2 SOL Na

; Isotropic pressure coupling is now on
Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = isotropic
tau_p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

; Generate velocites is off at 100 K.
gen_vel = vyes

gen_temp = 150.0
gen_seed = 173129

Termalizacdo F:

i User spoel (236)
; Wed Nov 3 17:12:44 1993

; Input file

title = Yo

Ccpp = /lib/cpp
define = -DFLEX_SPC
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 25.0

dt = 0.002 ; ps !
nsteps = 2500 ; total 5 ps.
nstcomm = 1

nstxout = 100

nstvout = 100

nstfout = 0

nstlog = 100

nstenergy = 100

nstlist = 10

ns_type = grid
coulombtype = PME

rlist = 0.9

rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
optimize_fft = vyes

pme_order = 4

ewald_rtol = le-5

; Berendsen temperature coupling is on in four groups
Tcoupl = Dberendsen
tc-grps = _2 SOL Na
tau_t = 0.1 0.10.1
ref_t = 200 200 200

; Energy monitoring

energygrps = _2 SOL Na

; Isotropic pressure coupling is now on
Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = isotropic

tau_p = 0.5



120

compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

; Generate velocites is off at 100 K.
gen_vel = yes

gen_temp = 150.0
gen_seed = 173129

DM - 1000 ps:

i User spoel (236)
; Wed Nov 3 17:12:44 1993

; Input file

title = Yo

Ccpp = /lib/cpp
define = -DFLEX_SPC
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 30.0

dt = 0.002 ; ps !
nsteps = 485000 ; total 30-1000 ps.
nstcomm = 1

nstxout = 250

nstvout = 1000

nstfout = 0

nstlog = 100

nstenergy = 100

nstlist = 10

ns_type = grid
coulombtype = PME

rlist = 0.9

rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
optimize_fft = vyes

pme_order = 4

ewald_rtol = le-5

; Berendsen temperature coupling is on in four groups
Tcoupl = berendsen
tc-grps = _2 SOL Na
tau_t = 0.1 0.10.1
ref_t = 310 310 310

; Energy monitoring

energygrps = _2 SOL Na

; Isotropic pressure coupling is now on
Pcoupl = berendsen
Pcoupltype = isotropic
tau_p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

; Generate velocites is off at 100 K.
gen_vel = no

gen_temp = 310.0

gen_seed = 173529
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