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RESUMO 

 

A antitrombina (AT) é uma serpina glicoprotéica responsável pela inibição 

fisiológica das proteases da cascata de coagulação. É o receptor-alvo responsável 

pela ação anticoagulante da heparina e de outros glicosaminoglicanos sulfatados 

(GAGs), capazes de potencializar sua ação inibitória sobre, principalmente, fIIa e 

fXa. Tal modulacão da AT por GAGs está associada intrinsecamente à parte 

sacarídica desta serpina, uma vez que mudanças no seu padrão de glicosilação 

modulam sua ativação por polissacarídeos. 

Em função de efeitos colaterais decorrentes da terapia anticoagulante 

atualmente disponível, um grande esforço vem sendo dedicado na busca de novos 

polissacarídeos, capazes de reproduzirem os efeitos terapêuticos da heparina, sem 

apresentar seus efeitos colaterais. Nesta busca, podem-se incluir polissacarídeos 

isolados de ouriços-do-mar, como galactanas e fucanas. Particularmente, galactanas 

2-sulfatadas, 3-ligadas são anticoagulantes, enquanto que fucanas 2-sulfatadas, 3-

ligadas não o são. Contudo, as razões moleculares para tais diferenças ainda 

permanecem desconhecidas. 

Diante do exposto, um dos objetivos deste trabalho reside na caracterização 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 solução aquosa quanto complexadas à AT, 

utilizando cálculos ab initio, cálculos de docking receptor-ligante e simulações por 

dinâmica molecular (DM). Adicionalmente, objetiva-se a descrição do perfil 

conformacional da estrutura de glicosilação da AT (ATg), através de mapas de 

contorno e simulações por DM, tendo-se em vista a importância da glicosilação para 

as propriedades anticoagulantes da AT e da carência de informações 

conformacionais acerca desta parte da molécula.  

As simulações por DM da galactana e da fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas 

indicam que ambas apresentam perfis conformacionais semelhantes em solução 

aquosa. Quando complexadas à AT, os dois polissacarídeos apresentam 

orientações distintas, o que explica as diferenças nas suas atividade 

anticoagulantes. Com relação às simulações por DM da estrutura glicosídica da AT 

em solução aquosa, os resultados mostraram que sua conformação em solução 



 

 

xiii

difere significativamente da obtida por métodos de difração de raios-X em cristais. 

Estes dados evidenciam a existência de distorções na estrutura cristalográfica da AT 

glicosilada, resultantes de efeitos de empacotamento devido ao cristal.  



 

 

xiv

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, fIIa 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 Introdução 

1.1 A hemostasia e a cascata de coagulação 

A hemostasia e a fibrinólise representam os principais mecanismos para 

controlar o fluxo sanguíneo em casos de lesões mecânicas e danos físicos causados 

no endotélio vascular e se iniciam em resposta a tais perturbações (Jenny e Mann, 

1998; Loscalzo e Schafer, 2003). A hemostasia é o processo responsável pela 

formação de um tampão hemostático rápido e localizado, na região de lesão 

vascular, e que culmina na formação de um coágulo insolúvel (Jenny e Mann, 1998; 

Dahlbäck, 2000). Este processo depende da ativação da coagulação e da agregação 

plaquetária, associadas à vasoconstrição. Assim, sob condições normais, a 

hemostasia primária (interação das plaquetas com as paredes dos vasos 

sangüíneos e formação do tampão plaquetário), a hemostasia secundária 

(conversão do fibrinogênio solúvel em fibrina insolúvel) e a fibrinólise (degradação 

do coágulo de fibrina), agem em conjunto para coordenar os eventos da coagulação 

(Loscalzo e Schafer, 2003).  

A coagulação é um processo complexo, que envolve elementos como 

proteínas plasmáticas, células sangüíneas específicas, complexos enzimáticos pró-

coagulantes estruturados (Jenny e Mann, 1998), serino-proteinases (fXIIa, fXIa, fIXa, 

fXa, fVIIa, trombina), co-fatores protéicos não-enzimáticos (fator tecidual, fVIIIa, fVa, 

fIII), íons cálcio e superfícies de membrana celular. 

Na coagulação, a primeira etapa ocorre a partir da interação do fator VIIa 

plasmático com o fator tecidual (FT) (Figura 1; Nakagaki et al., 1991), ambos 

requerendo a presença de um cofator não-protéico (Figura 1). Este co-fator constitui-

se de superfícies fosfolipídicas (FL) oriundas principalmente das plaquetas do 

tampão plaquetário, formando o complexo fVIIa-FT-FL, denominado Complexo 

Tenase Extrínseco. O Complexo Tenase Extrínseco exerce atividade catalítica sobre 

os fatores IX e X, gerando fIXa e fXa. O fator IXa, por sua vez, também é 

responsável pela ativação do fator X a Xa, na presença de FL e do cofator protéico 

não-enzimático fVIIIa, formando o denominado Complexo Tenase Intrínseco.  

O fator Xa formado tanto pela ação do complexo tenase intrínseco quanto pelo 

complexo tenase extrínseco tem como função a conversão de protrombina em 

trombina na presença dos co-fatores FL e fVa, sendo este conjunto de elementos 
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denominado Complexo Protrombinase (Jenny e Mann, 1998). O principal resultado 

da propagação da coagulação através destes complexos enzimáticos é a ativação 

de protrombina gerando trombina, a qual realiza a conversão da proteína plasmática 

solúvel fibrinogênio em uma matriz insolúvel de fibrina. A fibrina polimerizada, 

juntamente com o tampão plaquetário, forma um tampão permanente sólido a fim de 

prevenir a propagação da hemorragia (Jenny e Mann, 1998).  

 

 
Figura 1: Representação esquemática da cascata de coagulação. Os percussores 

inativos estão apresentados em letras pretas (protrombina, V, VII, VIII, IX, X e XIII), 

enquanto as proteínas ativas estão apresentadas em vermelho (trombina, Va, VIIa, 

VIIIa, IXa, Xa e XIIIa). As setas em vermelho representam alças de retro-alimentação 

positiva da trombina; as setas pretas, verdes e azuis representam vias de ativação 

de fatores da coagulação, enquanto as setas em laranja representam vias de 

inibição de AT sobre trombina e fator Xa. FT: Fator Tecidual; FL: Superfícies 

fosfolipídicas (Verli, 2005). 
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Em condições normais, os fatores que promovem a coagulação sangüínea 

estão balanceados por aqueles que a inibem. Em casos de ativação excessiva dos 

processos hemostáticos normais, ou seja, quando estímulos pró-coagulantes 

sobrepõem-se aos sistemas anticoagulantes e fibrinolíticos naturais (Colman et al., 

2006), pode ocorrer o desenvolvimento de eventos patológicos como a trombose 

(Furie e Furie, 1992). Em humanos, tais processos são controlados por três grandes 

moduladores fisiológicos: a proteína C, o TFPI (tissue factor pathway inhibitor, 

inibidor da via de fator tecidual) e a antitrombina (AT) (Hirsh, 2003).  

A via da proteína C é responsável pela inativação dos complexos 

protrombinase e tenase intrínseco através da inativação de seus respectivos co-

fatores, os fatores Va e VIIIa (Eaton et al., 1986; Guinto e Esmon, 1984). As células 

endoteliais expressam na sua superfície a trombomodulina, um receptor de trombina 

(Esmon, 1989). Uma vez ligada a trombomodulina, a especificidade da trombina é 

alterada, suas propriedades pró-coagulantes são abolidas e esta passa então, a 

apresentar atividade anticoagulante ao ativar a proteína C. A inativação dos fatores 

Va e VIIIa pela proteína C ativada (Esmon, 1989) leva a atenuação da geração de 

trombina.  

O heparan sulfato e outros glicosaminoglicanos (GAGs) presentes na superfície 

das células endoteliais contribuem para a ligação do TFPI. O TFPI é um membro da 

família Kunitz de inibidores enzimáticos (Wun et al., 1988) que bloqueiam o início da 

coagulação através da inibição do complexo fator tecidual (FT)-fator VIIa 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 extrínseco ao se ligar não-

covalentemente ao sítio ativo do fator Xa livre no plasma, inibindo-o reversivelmente 

(Broze et al., 1988).  

Algumas das enzimas geradas durante a ativação da coagulação, como 

trombina e fator Xa, são inibidas pela AT (Figura 1; Dahlbäck, 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 serão descritos detalhadamente ao longo 

da presente dissertação.  

1.2 Estrutura da Antitrombina (AT) 

A AT é membro de uma família de inibidores enzimáticos ou inibidores de 

serino-proteinases, conhecidos como serpinas (serpin, SERine Proteinase INhibitors; 
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Potempa et al., 1994). Esta serpina é capaz de inibir algumas das serino-proteinases 

da coagulação, embora seu papel fisiológico envolva principalmente fator Xa e 

trombina (Olson et al., 1997). A característica principal das proteínas que constituem 

a família das serpinas é a presença de uma região central, comum entre seus 

membros, consistindo de 8 a 9 α-hélices e 3 grupos de folhas-β. Adicionalmente, a 

AT contém uma alça reativa na região N-terminal (RCL - reactive center loop), a qual 

é responsável pela atividade inibitória desta serpina sobre as proteases-alvo da 

cascata de coagulação sanguínea (Gettins, 2002).  

A AT humana ocorre na circulação sangüínea como uma glicoproteína que, em 

decorrência da microheterogeneidade associada à sua parte sacarídica, apresenta 

mais de sete isoformas (Demelbauer et al., 2004; Plematl et al., 2005). Cada uma 

das isoformas da AT apresenta menos de 5% de abundância, exceto as duas 

isoformas majoritárias, α- e β-AT, as quais apresentam abundâncias entre 82-90% e 

4-10%, respectivamente e diferem na quantidade de açúcar ligado à sua parte 

protéica (Figura 2; Turk et al., 1997; McCoy et al., 2003; Demelbauer et al., 2005).  

A β-AT é glicosilada em três resíduos de aminoácidos, nas asparaginas (Asn) 

96, 155 e 192, e apresenta uma massa molecular total de cerca 62,6 kDa. A α-AT 

apresenta um sítio de glicosilação extra na Asn135 (Figura 2), e alcança massa 

molecular de 64,8 kDa. Como a massa molecular da AT não glicosilada é 56kDa, as 

estruturas de glicosilação são responsáveis por um aumento em torno de 12% e 

16% na massa total da β- e α-AT glicosiladas, respectivamente (Franzén et al., 

1980; McCoy et al., 2003; Mizuochi et al., 1980). A glicosilação incompleta da β-AT 

na Asn135, é devida a presença de um resíduo de serina no lugar de uma treonina 

na seqüência consenso de reconhecimento para adição do oligossacarídeo no sítio 

da Asn135 (Picard et al., 1995).  

A β-AT está ligada às paredes dos vasos sangüíneos em maior grau do que a 

α-AT e apresenta maior afinidade pela heparina em um fator em torno de 13 vezes 

em relação à α-AT. Assim, a β-AT funciona como inibidor majoritário in vivo e é 

considerada a forma fisiológica mais importante da AT, apesar de ser uma das 

isoformas menos abundante (Witmer et al., 1991). Além destas propriedades, a 

glicosilação exerce um papel importante no controle da degradação da AT, uma vez 

que na ausência das estruturas de glicosilação o tempo de meia-vida da AT é 

extremamente reduzido in vivo (McCoy et al., 2003; Garone et al., 1996).  
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Figura 2: Representação esquemática da α-AT e β-AT com as estruturas 

oligossacarídicas completas modeladas nos respectivos sítios de glicosilação. Figura 

gerada através do programa GlyProt (Bohne-Lang e von der Lieth, 2005), utilizando 

a estrutura da AT de código PDB 1E03. 

1.3 Glicosilação de proteínas 

A glicosilação é uma das modificações pós-traducionais mais freqüentes em 

proteínas, sendo que mais da metade das proteínas conhecidas, por apresentarem a 

seqüência consenso para ligação de oligossacarídeos N-ligados, podem 

potencialmente ser modificadas por glicosilação (Apweiler et al., 1999). Existe uma 

grande variedade de estruturas glicosídicas, e a sua diversidade e complexidade 

estruturais são geradas através da variação nos padrões de substituição (níveis de 

acetilação, metilação, sialilação, fosforilação e sulfatação), nos graus de ramificação, 

nos tipos de monossacarídeos terminais, nas conformações dos anéis de 6 

membros (Cremer e Szabo, 1995) e nos tipos, número e posição dos resíduos 

individuais (Imberty e Pèrez, 2000; Helenius e Aebi, 2001).  

Existem dois tipos principais de glicosilação: a O-glicosilação, em que a parte 

glicosídica está ligada a um grupamento hidroxila de um resíduo de serina (Ser) ou 

treonina (Thr), e a N-glicosilação, onde a parte glicosídica está ligada à função 

amida de um resíduo de Asn presente na sequência consenso Asn-X-Ser/Thr, onde 

X pode ser qualquer resíduo de aminoácido, exceto prolina (Figura 3). 
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Figura 3: Tipos de estruturas de glicosilação de proteínas. O-glicosilação e N-

glicosilação. Ser, serina; Thr, treonina; Asn, asparagina. 

 

Glicoproteínas com oligossacarídeos N-ligados (N-glicanas) são as mais 

abundantes na natureza. Estes oligossacarídeos são, em geral, polímeros 

ramificados contendo de 6 a 15 monossacarídeos, os quais podem ser resíduos de 

N-acetilglicosamina (GlcNAc) unidos por ligações α1→4, e de manose (Man) unidas 

através de ligações α1→2, α1→3 e α1→6 (Qasba et al., 1997; Varki et al., 1999). 

Inicialmente, cada N-oligossacarídeo é sintetizado como núcleo pentassacarídico, 

cuja estrutura GlcNAc(α1→6)[GlcNAc(α1→3)]Man(β1→4)GlcNAc(β1→4)GlcNAc 

(Figura 4) é comum para a maioria dos oligossacarídeos N-ligados (Gahmberg e 

Tolvanen, 1996; Helenius et al., 1997; Qasba et al., 1997; Helenius e Aebi, 2001).  

A estrutura glicosídica da AT está incluída no subtipo complexo de 

oligossacarídeos N-ligados, sendo também classificados como oligossacarídeos bi-

antenais, com resíduos de ácido siálico (Sia) presentes nas extremidades não 

redutoras de ambas “antenas” ou “braços” (Figura 4, arms). Contém ainda resíduos 

de Man, galactose (Gal) e GlcNAc, estando o último ligado às Asn da AT (Figura 

4A). As posições e configurações das ligações glicosídicas foram descritas por 

Franzén e colaboradores (Franzén et al.,1980; Figura 4). Adicionalmente, 

considerando-se todos os sítios de N-glicosilação, as estruturas oligossacarídicas 

são idênticas entre si na α-AT e na β-AT 

Apesar da ausência de um método universal para a determinação precisa da 

estrutura de oligossacarídeos (Mrksich, 2004), as estruturas terciárias de muitos 

oligossacarídeos podem ser elucidadas através de métodos de cristalografia de 

raios-X. Contudo, poucos dos estudos realizados incluem os oligossacarídeos 

associados à proteína de interesse, principalmente pelo fato de que as cadeias de 
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carboidratos podem impedir o crescimento dos cristais e assim, são geralmente 

clivadas antes da cristalização das proteínas (von der Lieth et al., 2006). Além disso, 

carboidratos são moléculas com elevada flexibilidade e, conseqüentemente, pelo 

fato de nos métodos de cristalografia de raios-X, as posições atômicas poderem ser 

deduzidas a partir da intensidade das difrações, a detecção de dados referentes à 

sua densidade eletrônica é limitada (Milane, 1990; von der Lieth et al., 2006). Uma 

exceção é o caso da AT, cuja estrutura de glicosilação pôde ser confirmada por 

métodos de cristalografia de raios-X (McCoy et al., 2003). 

 

 
Figura 4: Representação esquemática da estrutura de glicosilação da AT. O 

pentassacarídico central está delimitado por linhas pontilhadas e os braços por 

linhas contínuas. 

1.4 Mecanismo de modulação da AT por GAGs 

A AT é relativamente inativa como inibidor das proteases da cascata de 

coagulação sanguínea, circulando na corrente sangüínea em uma conformação 

inativa (Huntington et al., 1996). Para que sua ativação ocorra, a AT requer a ligação 

de um glicosaminoglicano polissulfatado (GAG), o qual pode ser um co-fator 

fisiológico como o heparan sulfato (Zehnder e Galli, 1999) ou um co-fator 

terapêutico, como a heparina. Assim, quando a heparina se liga à AT, esta inibe a 

trombina ou o fator Xa através da formação de um complexo ternário heparina-

protease-AT (Olson e Björk, 1994; Gettins, 2002; Figura 5). 

O primeiro mecanismo de interação pelo qual a heparina é capaz de modular a 

atividade da AT, constitui-se no mecanismo de “ponte”, que atribui a potencialização 

da atividade inibitória da AT sobre suas proteases-alvo a uma conexão física entre 

as duas proteínas (Jin et al., 1997; Carrel et al., 1994) e leva à formação do 

complexo ternário AT-trombina-heparina (Figura 5). Este mecanismo é determinado 

principalmente por interações eletrostáticas entre grupos sulfato da heparina e 
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resíduos de aminoácidos carregados positivamente na AT e nas proteases (Petitou 

et al., 1999). Neste mecanismo, a eficiência da aproximação da AT à (s) protease (s) 

depende do tamanho da cadeia polissacarídica da heparina (Lin et al., 2001). 

O segundo mecanismo pelo qual a heparina modula a AT (Figura 5) consiste 

na ativação alostérica, a qual baseia-se na indução de mudanças conformacionais 

na proteína (AT). Dentre outras modificações conformacionais na AT (Jin et al., 

1997; Gettins, 2002), o principal resultado é a exposição da alça reativa (RCL), o 

que aumenta sua reatividade em relação à protease-alvo. Este mecanismo é 

dependente dos resíduos que compõem a cadeia polissacarídica e de seu padrão de 

sulfatação, ou seja, depende da afinidade da seqüência de resíduos que compõem o 

polissacarídeo pela AT (Streusand et al., 1995; Lin et al., 2001). 

 

 
Figura 5: Representação estrutural provável da inibição da trombina e fXa na 

presença de AT e GAGs. Estão ilustrados: o mecanismo envolvendo a ligação da AT 

à protease pelos polissacarídeos (“Mecanismo de Ponte“ ou Bridging), e o 

mecanismo baseado na indução de mudança conformacional na AT pelos 

polissacarídeos. A AT é mostrada em verde, com sua alça reativa representada em 

laranja. A trombina está indicada em azul, o fXa em amarelo, a heparina em rosa e 

vermelho e o pentassacarídeo sintético em vermelho e azul. 
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As serpinas inibitórias são substratos suicidas e, assim, em ambos 

mecanismos de potencialização da atividade inibitória da AT sobre as proteases 

ocorre a ligação irreversível da AT às suas proteases-alvo, resultando na formação 

de um complexo covalente serpina-protease (Figura 5; Gettins, 2002). 

A inibição da trombina ocorre essencialmente através do mecanismo de “ponte” 

e, para tal, é necessário um polissacarídeo suficientemente longo, composto de no 

mínimo dezoito unidades monossacarídicas (Lane et al., 1986; Danielson et al., 

1986; Olson et al., 1992). A trombina parece ser pouco sensível à ativação 

alostérica, contudo, o mecanismo de molde é pré-requisito para acelerar a reação 

desta protease com a AT (Gettins, 2002). Em contrapartida, o fator Xa é sensível 

destacadamente à modulação alostérica, pois é inibido mesmo na presença de 

cadeias polissacarídicas menores (menos de 10 unidades monossacarídicas), como 

é o caso das heparinas de baixo peso molecular (HBPM). O requisito estrutural 

mínimo necessário à inibição do fator Xa na presença de AT, é uma seqüência 

pentassacarídica específica na heparina (Choay et al., 1983; Jin et al., 1997; Lindahl 

et al., 1983; Thunberg et al., 1982).  

1.5 Agentes terapêuticos no tratamento de hipercoagulopatias 

A terapia anticoagulante é utilizada para a prevenção e tratamento do 

tromboembolismo venoso e de outras complicações tromboembólicas 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 administração 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 preparação de fígado de cães (Nader et al., 2001), recebendo esta 

denominação por estar presente em abudância em tecidos hepáticos. 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 função da desmonstração das suas 

potentes propriedades anticoagulantes (McLean, 1916), a heparina é utilizada 

clinicamente há mais de 40 anos como agente anticoagulante e antitrombótico 

(Jaques, 1979). Atualmente, o mecanismo de ação da heparina é conhecido e sua 

atividade anticoagulante deve-se à sua capacidade em potencializar a ação inibitória 
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da AT sobre as serino-proteinases da cascata de coagulação sangüínea, como 

trombina e fator Xa (Jin et al., 1997; Olson e Björk, 1994; Gettins, 2002), formando 

com estas proteínas um complexo ternário.  

As preparações comerciais de heparina são obtidas a partir da mucosa 

intestinal de suínos e bovinos e de pulmões de bovinos (Nader et al., 2001). A 

estrutura básica da heparina foi pioneiramente proposta por Dietrich e colaboradores 

(Dietrich et al., 1973) em 1973, quando caracterizavam produtos obtidos a partir da 

heparina por ação de enzimas de Flavobacterium heparinum. A heparina é um GAG 

aniônico polissulfatado composto por unidades dissacarídicas repetitivas (1→4)-

ligadas, contendo ácidos urônicos (α-L-ácido idurônico 2-sulfato, IdoA, ou β-D-ácido 

glicurônico não-sulfatado, GlcA) e glicosamina 2,6-disulfato, GlcN (Lindahl e 

Axelson, 1971; Silva e Dietrich, 1975; Hirsh et al., 1998; Nader et al., 2001; Figura 

6). Esta sequência dissacarídica é a unidade principal da molécula de heparina. 

 

 
Figura 6: Representação de um hexassacarídeo de heparina, composto por resíduos 

de ácidos urônicos (idurônico e glicurônico), e glicosamina (Nader et al., 2001). 

 

A heparina é uma complexa mistura de moléculas que diferem não apenas no 

tamanho de suas cadeias, mas também na seqüência das suas unidades 

monossacarídicas e nos padrões de substituição 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 

monossacarídicas (Hirsh et al., 1998). Algumas dificuldades foram observadas com 

o uso clínico contínuo da heparina: necessidade de monitoramento constante, em 

função de efeitos anticoagulantes variáveis, inabilidade de inibição de trombina 

ligada à fibrina e indução de trombocitopenia (TIH; Nader et al., 2001). 

Na década de 1980 iniciou-se o uso terapêutico das HBPMs, o que 

proporcionou a ampliação das possibilidades de profilaxia e tratamento de 
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desordens tromboembólicas. As HBPM contêm a mesma estrutura básica da 

heparina, contudo, o número de resíduos de monossacarídeos é reduzido (massa 

molecular média que varia de 4-6 kDa; Hirsh et al., 1998), pois são obtidas através 

de diversos métodos de despolimerização da heparina convencional (Nader et al., 

2001). Os métodos de fragmentação da heparina geram produtos com proporção 

variável de cadeias polissacarídicas, as quais exibem propriedades estruturais, 

funcionais e biológicas distintas (Jeske et al., 1998). As HBPMs, embora menos 

potentes, são mais efetivas e seguras que a heparina na profilaxia em pacientes 

com elevado risco de trombose (Geerts et al., 2001), o que caracteriza redução nos 

custos pois não há necessidade de internação 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 funções da heparina foram 

realizados os primeiros trabalhos objetivando entender a estrutura do sítio de ligação 

da AT e identificar a menor sequência capaz de inibir o fator Xa (Petitou et al., 2003). 

O resultado foi a identificação da seqüência pentassacarídica específica que é 

relatada como a estrutura mínima da heparina responsável por sua atividade 

anticoagulante (Choay et al., 1983). A identificação desta seqüência levou ao 

desenvolvimento e comercialização do pentassacarídeo sintético denominado 

fondaparinux, como um novo fármaco antitrombótico 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 relação dose-efeito mais 

previsível 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 trombogênese, focando 

prinicipalmente em: (a) bloquear o início da coagulação pelo complexo fator 

VIIa/fator tecidual; (b) prevenir a geração de trombina através da atenuação da 

propagação da coagulação; ou (c) inibição da trombina, a enzima-chave do sistema 

de coagulação, pois exerce papel central na coagulação e na ativação de plaquetas 

(Weitz e Hirsh, 2003). Neste sentido, novos compostos anticoagulantes vêm sendo 

desenvolvidos visando enzimas ou etapas específicas na via da coagulação. Os 

novos anticoagulantes incluem inibidores da via do fator VIIa/fator tecidual, inibidores 
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dos fatores Va e VIIa, do fator Xa (diretos ou indiretos) ou de trombina (diretamente 

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

 

Tabela 1: Agentes anticoagulantes utilizados na terapêutica ou em desenvolvimento.  
Alvo molecular Agente e referência Mecanismo de ação 

TFPI recombinantee  Inibidor da via do fator tecidual: inibe a formação do 
complexo fator Xa/Fator Tecidual (FT)  

NAPc2f  
Peptídeo nematódeo anticoagulante que liga-se no 
sítio ativo do fator X. O complexo resultante inibe o 
fator VIIa do complexo fator Xa/FT 

Inibidores da via do 
fator VIIa/fator 
teciduala 

Factor VIIag Compete com o fator VIIa por ligação ao FT 

APCh (Proteína C 
Ativada)  

Modula geração de trombina por inativação dos 
fatores Va e VIIIa 

Inibidores dos 
fatores Va e VIIaa 

Trombomodulina 
solúveli 

Análogo recombinante que converte a trombina em 
um potente ativador de proteína C 

Fondaparinuxj 
 

Análogo sintético da sequência pentassacarídica 
que media a interação da heparina com a AT 

Inibidores indiretos 

de fator Xab,c 
Idraparinuxj Derivado hiper-metilado do Fondaparinux 
DX-9065al 
 

Inibidor de baixo peso molecular não-peptídico que 
liga-se irreversívelmente ao sítio ativo do fator Xa 

Razaxabanm 
 

Aminobenzisoxazol ativo por via oral, que liga-se 
ao fator Xa com alta afinidade 

Inibidores diretos 
de fator Xab 

BAY 59–7939n Ativo via oral, inibidor do síto-ativo do fator Xa 

Hirudinao 
 

Inibidor bivalente irreversível: domínio C-terminal 
liga-se ao exosítio 1 e N-terminal interage com sítio 
ativo da trombina 

Bivalirudinap Polipeptídeo sintético análogo a hirudina 
Argatroban/ 
Melagatranq 
 

Inibidores competitivos da trombina, ligam-se não-
covalentemente à trombina, formando complexos 
reversíveis 

Inibidores diretos 
de trombinab 

Ximelagatranr Primeiro inibidor ativo por via oral, pró-fármaco do 
inibidor direto de trombina megalatran 

Derivados da 
heparina 

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

GAGs não-derivados 
da heparina 

Dermatan sulfato, heparan sulfato, condroitina 
sulfato e heparinóides 

Inibidores indiretos 
de trombinab,d 

Compostos 
sulfatados 

Ácido lactobiônico, fucanas e galactanas 

aInibidores do início da coagulação 
bInibidores da propagação da coagulação, atenuam geração de trombina livre ou ligada à fibrina;  
cA heparina, o Fondaparinux e as HBPMs são inibidores indiretos de fator Xa; 
dAdaptado de Nader et al., 2001; eBroze, 1995; fCappello et al., 1995; fLee e Vlasuk, 2003; gTaylor, 1996; hEsmon 

et al., 1997; iParkinson et al., 1990; iMoll et al., 2004; jRezaie, 2001; lHerbert et al., 1996; lMurayama et al., 1999; 
mLassen et al., 2003; nKubitza et al., 2005; oWallis, 1996; pMaraganore et al., 1990; pSkrzypczak-Jankun et al., 

1991; qWeitz e Crowther, 2002; qHursting et al., 1997; rGustaffson 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 formação do complexo ternário da heparina com a AT e trombina, a 

pesquisa tromboprofilática tem buscado o desenvolvimento de polissacarídeos 

sulfatados e/ou substâncias heparina-like, tanto naturais quanto sintéticas. Estes 

avanços na terapia anticoagulante incluem as HBPM, heparinóides, 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 possíveis de polissacarídeos sulfatados com atividade anticoagulante são 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 avanços significativos em relação a alguns aspectos do 

tratamento convencional de hipercoagulopatias (Walenga et al., 2003), não 

reproduziram as ações politerapêuticas da heparina em muitas indicações e não são 

capazes de inibir a trombina. Outro fator importante refere-se à capacidade da 
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heparina inibir além da trombina, o fator Xa e outras serino-proteases da cascata de 

coagulação sanguínea. 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 continuarão a apresentar papel 

fundamental na prevenção e no tratamento global das desordens trombóticas 

(Fareed et al., 2000).  

A busca por carboidratos antitrombóticos com complexidade reduzida, para 

facilitar sínteses posteriores, e com potentes atividades farmacológicas, tem sua 

atenção dirigida para análogos da heparina obtidos de fontes naturais (Kort et al., 

2005). A observação de que alguns agentes, como as galactofucanas, não 

apresentam atividade hemorrágica, as torna candidatas ideiais e contribuem para 

estudos contínuos desta classe de polissacarídeos 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 substâncias podem auxiliar no 

desenho de novos protótipos de fármacos com ações específicas na coagulação e 

na trombose (Melo et al., 2004). 

1.6 Galactana e Fucana 

A galactana e a fucana são polissacarídeos sulfatados que apresentam 

atividades biológicas potentes e estão entre os polissacarídeos mais abundantes de 

origem não-mamífera 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 polissacarídeos estão entre os compostos mais 

amplamente estudados frente à fisiologia de mamíferos, mesmo sendo originados de 

organismos evolutivamente distantes como os ouriços-do-mar (Pereira et al., 1999). 

Dentre as principais fontes da obtenção destes polissacarídeos sulfatados, estão as 

algas marinhas. Contudo, nestes organismos as estruturas da galactana e da fucana 

2-sulfatadas, 3-ligadas são heterogêneas e complexas, e as suas unidades de 

repetição não são facilmente deduzíveis (Mourão, 2004), pois os espectros de RMN 

gerados para estes polissacarídeos são de difícil resolução e interpretação 

(Patankar et al., 1993; Mulloy et al., 1994).  

Outra fonte de obtenção destes polissacarídeos são os invertebrados marinhos 

(Vasseur, 1948), especialmente algumas espécies de ouriços 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 

polissacarídeos apresentam estruturas simples, lineares e regulares, ou seja, com 

unidades repetitivas bem definidas, diferindo nos padrões de sulfatação específicos 

e/ou na posição das ligações glicosídicas 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 

espécies E. lucunter e S. franciscanus, respectivamente (Figura 8), têm seus 

monossacarídeos unidos através de ligações glicosídicas α1→3 e são sulfatadas na 

posição C-2. A única diferença entre a galactana e fucana reside na presença de um 

grupamento hidroximetila na posição C-5 da estrutura da galactana sulfatada, 

enquanto que a fucana sulfatada apresenta apenas um grupamento metila. 

As galactana e a fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas, apesar de apresentam 

unidades sacarídicas não relacionadas à composição da heparina, possuem 

significativas propriedades anticoagulantes envolvendo serpinas plasmáticas 

(Pereira et al., 2002). Contudo, o papel fisiológico destes polissacarídeos nos 

invertebrados marinhos, principalmente dos ouriços marinhos, está relacionado com 

a indução da reação acrossômica (RA) no esperma dos mesmos. Estes 

polissacarídeos estão presentes nos ovos destes organismos e são indutores 

espécie-específicos desse evento essencial para a fertilização (Alves et al., 1997; 

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

 
Figura 8: Representação de dissacarídeos de galactana e fucana 2-sulfatadas, 3-

ligadas com resíduos unidos por ligações α1•3 (Pereira et al., 2002). As posições de 

cada átomo do anel estão 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 é espécie-

dependente, visto que para a fucana da espécie S. franciscanus o requerimento 

estrutural principal é a sulfatação na posição 2. Esta relação é confirmada pelo fato 

de que a galactana 2-sulfatada de E. lucunter e a fucana 2-sulfatada são igualmente 

potentes na indução da reação acrossômica dos ouriços S. franciscanus, ou seja, o 

esperma de S. fransciscanus reage igualmente com a fucana homóloga e com a 

galactana heteróloga (Hirohashi et al., 2002). Assim, a reatividade do esperma não 

correlaciona-se apenas com a densidade de carga da fucana, mas com a proporção 

de sulfatação na posição C-2 (Vilela-Silva et al., 1999). Logo, o padrão de sulfatação 

parece ser uma característica importante para o reconhecimento das fucanas pelo 

receptor presente no esperma e assim contribui para a fertilização espécie-

específica (Vilela-Silva et al., 1999; Vilela-Silva et al., 2002). Contudo, as 

modificações nas posições C-5 não parecem ser importantes para o reconhecimento 

dos receptores no esperma de S. franciscanus, de forma que neste sistema não há 

distinção entre as unidades de L-galactose e L-fucose.  

As características estruturais diversas determinam não apenas a potência 

anticoagulante das fucanas provenientes de invertebrados marinhos, mas também o 

mecanismo pelo qual exercem sua atividade. Fucanas ramificadas provenientes de 

algas marinhas são inibidores diretos de trombina, enquanto as fucanas de 

invertebrados marinhos requeram a presença da AT ou do co-fator II da heparina 

para a inibição da trombina (Pereira et al., 1999). 

Apesar da enorme semelhança estrutural entre a galactana e a fucana 2-

sulfatadas, 3-ligadas, apenas a galactana apresenta potente atividade 

anticoagulante (Pereira et al., 2002a). Contudo, a galactana é menos potente que a 

heparina, pois o IC50 para inibição de trombina ou fator Xa pela AT é 3,0 µg/mL e 

20,0 µg/mL na presença de galactana, e 0,02 µg/mL e 0,02 µg/mL na presença de 

heparina, respectivamente (Pereira et al., 2002a). A fucana então, parece não 

apresentar atividade anticoagulante, pois mostra apenas uma modesta ação 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 os mecanismos anticoagulantes mediados pela α-L-galactana 

ocorram, assim como a heparina, através da potenciação da atividade inibitória da 

AT sobre as proteases da cascata de coagulação (Melo et al., 2004). Esta inibição 

ocorre possivelmente, através do mecanismo de ponte, visto que galactana é menos 

efetiva que a heparina na indução de mudanças conformacionais na AT (Melo et al., 

2004). Além disto, apenas galactanas com cadeias maiores que 45 kDa são capazes 

de ligar-se tanto ao inibidor (AT) quanto à protease-alvo (trombina ou fator Xa; Melo 

et al., 2004), enquanto que para a heparina, a massa molecular mínima necessária 

para potenciação da atividade inibitória da AT é 5,4 kDa (Danielsson et al., 1986).  

Os requerimentos estruturais para a atividade anticoagulante destes 

polissacarídeos indicam que para a interação dos mesmos com co-fatores e 

proteínas-alvo da coagulação são específicas e não dependem apenas do padrão 

de sulfatação e da densidade de carga dos seus resíduos (Pereira et al., 2002b). 

Contudo, as razões moleculares responsáveis por explicar os efeitos de 

substituições na posição C-5 nas propriedades biológicas ainda não foram 

apontados. Assim, dois polissacarídeos estruturalmente semelhantes, expressam 

atividades biológicas distintas em dois diferentes sistemas: ambos polissacarídeos 

são capazes de realizar a indução da reação acrossômica, enquanto apenas a α-L-

galactana apresenta atividade anticoagulante. Para entender estas discrepâncias, é 

importante identificar as características estruturais e conformacionais responsáveis 

pelas diferenças nas atividades destes polissacarídeos. Elucidadas estas questões 

mecanísticas, a α-L-galactana e a α-L-fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas provenientes 

de ouriços-do-mar, apresentam potencial para tornarem-se novos arcabouços para o 

desenvolvimento de novos protótipos a fármacos antitrombóticos. 

1.7 Caracterização conformacional de biomoléculas por dinâmica molecular 
(DM) 

Segundo a IUPAC, “A modelagem molecular (MM) é a investigação das 

estruturas e das propriedades moleculares utilizando a química computacional e as 

técnicas de visualização gráfica visando fornecer uma representação tridimensional, 

sob um dado conjunto de circunstâncias” (Sant’Anna, 2002). Dentre os métodos de 

MM, estão incluídas as simulações por dinâmica molecular (DM), cujo uso para 

descrever sistemas protéicos iniciou-se há aproximadamente 25 anos (Ponder e 

Case, 2003). A DM é uma metodologia computacional utilizada para investigar a 
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estrutura, a dinâmica e as propriedades de moléculas, permitindo desde o estudo de 

ligação de compostos às suas proteínas-alvo e mecanismos de reação, até a 

desnaturação e o re-enovelamento de proteínas (Ponder e Case, 2003). 

Resultados experimentais, obtidos a partir de estudos cristalográficos, são 

modelos estruturais primariamente estáticos. As propriedades obtidas a partir da 

movimentação dinâmica de moléculas, através de simulações por DM, permitem 

melhorar a descrição das moléculas e dos processos biológicos nos quais estão 

envolvidas, em relação aos métodos de difração de raios-X e de RMN. As 

simulações por DM são úteis para a identificação da movimentação preferida de 

pequenas moléculas ou ligantes, carboidratos, DNA e proteínas, fornecendo 

informações sobre o comportamento das mesmas e da interação entre elas (Cohen 

et al., 1990), através da representação das condições fisiológicas. 

A DM é um procedimento que consiste na computação do movimento dos 

átomos em uma molécula de acordo com as leis de movimento de Newton. A 

geração de uma trajetória dos átomos em função do tempo, na forma de uma lista 

de posições e velocidades (Leach, 2001) ocorre através da integração sucessiva da 

equação: d2ri(t)/dt2=Fxi/mi, sendo d2ri(t)/dt2 a aceleração, mi a massa e Fi a força 

sobre o átomo i (Leach, 2001). Esta integração será realizada sobre todos os 

átomos do sistema, de forma que a força Fi acarretará numa aceleração sobre o 

átomo i e, em conseqüência, na mudança de sua posição num intervalo de tempo ∆t 

relativo à aceleração. O resultado desta integração é uma trajetória, a qual é uma 

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

A força sobre cada átomo é cálculada em função de mudanças na energia 

potencial entre a posição atual e a posição seguinte, ou seja, a que representará o 

próximo passo da simulação. Esta superfície de energia potencial representa a 

energia de cada molécula, sendo descrita pelo denominado Campo de Força. O 

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

que descrevem a posição de cada um dos átomos do sistema em função do tempo 

(Leach, 2001).  

Os métodos de mecânica molecular baseiam-se na visão clássica da estrutura 

molecular como um conjunto de esferas unidas por molas, com constantes de força 

características. O campo de força, juntamente com a forma funcional e as 

parametrizações adicionais, expressa o somatório das funções da energia potencial 

de cada átomo, e a energia do sistema é calculada como função das posições dos 
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núcleos dos átomos (Leach, 2001). Em muitos campos de força, como no 

GROMACS, estas funções (Figura 9) definem as energias de estiramento de ligação 

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

molécula, quando comparadas com a sua conformação não tencionada 

(caracterizada pelos valores-padrão de comprimentos e de ângulos de ligação), ou 

seja, descrevem as mudanças de energia associadas aos desvios das ligações e 

ângulos de seus valores de referência (Leach, 2001). Os campos de força podem 

conter termos de interação entre átomos não ligados, como efeitos eletrostáticos, 

interações de hidrogênio e outros efeitos estruturais.  

 

 
Figura 9: Exemplos de funções de energia que compõem os campos de força. De 

cima para baixo estão representadas as equações que descrevem o estiramento de 

ligações químicas, ângulos de ligação, diedros e interações intermoleculares 

(potencial de Lennard-Jones e interações eletrostáticas). 

 

Diferentes campos de força estão disponíveis para simulações por DM 

envolvendo, principalmente, proteínas. Contudo, existe uma carência de campos de 

força específicos para carboidratos, à exceção do campo de força AMBER (Weiner 

et al., 1986). Neste sentido, o Grupo de Bioinformática Estrutural vem se dedicando 

ao uso, parametrização e desenvolvimento de campos de força de MM para a 

descrição e caracterização de polissacarídeos envolvidos no sistema da coagulação 

sanguínea. Os métodos de MM permitiram a realização de trabalhos objetivando 
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principalmente a parametrização do campo de força GROMACS para carboidratos, o 

que possibilitou a realização de simulações por DM da heparina na escala de 

nanosegundos (Verli e Guimarães, 2004) e a escolha de um esquema de cargas 

adequado para a descrição da mesma (Becker et al., 2005). Assim, foram criadas as 

condições necessárias para a descrição do complexo pentassacarídeo sintético-AT 

através de simulações por DM (Verli e Guimarães, 2005). Atualmente, um dos 

trabalhos nesta linha envolve a descrição da conformação do resíduo IdoA presente 

na estrutura da heparina, através da identificação das forças determinantes da 

preferência conformacional do IdoA em oligossacarídeos (Pol-Fachin e Verli, 2007). 

Apesar da necessidade de novos agentes terapêuticos, o processo de 

desenvolvimento de fármacos em geral, é complexo, oneroso e demorado (Kaitin e 

DiMasi, 2000; Kaitin e Healy, 2000). Dada sua duração e custo, considerações 

cuidadosas de todos os fatores que têm impacto nestes processos são necessárias 

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 

simulações por DM realizadas nestes trabalhos são baseadas em ferramentas 

disponíveis gratuitamente e são caracterizadas pelo custo computacional razoável. 

As mesmas demonstram que as simulações por DM podem ser utilizadas na 

determinação tanto da conformação de GAGs complexos, quanto na identificação 

dos aspectos moleculares da interação dos mesmos com suas proteínas-alvo, bem 

como a própria caracterização das proteínas. 
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2 Objetivos 

Em vista da carência de informações estruturais e dinâmicas acerca da 

interação entre GAGs obtidos de fontes animais com proteínas da cascata de 

coagulação, um dos objetivos da presente dissertação é o estudo do 

reconhecimento molecular de GAGs de ouriços-do-mar, não relacionados 

estruturalmente a heparina, pela AT. Desta forma, o trabalho visa identificar as 

razões moleculares responsáveis para os diferentes comportamentos da AT frente à 

galactana e à fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas. Adicionalmente, objetiva-se a 

determinação da conformação da estrutura glicosídica da AT. Assim, as seguintes 

metas foram estabelecidas: 

¾ Descrição das propriedades conformacionais das galactanas e fucanas 2-

sulfatadas, 3-ligadas; 

¾ Proposição da estrutura tridimensional dos complexos galactana-AT e 

fucana-AT;  

¾ Descrição das propriedades conformacionais da estrutura glicosídica da 

AT.  
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3 Metodologia 

3.1 Programas utilizados 

Diversas metodologias de MM foram utilizadas na presente dissertação, 

incluindo DM, cálculos ab initio e docking. Os protocolos referentes a cada um 

destes métodos serão descritos adiante. 

Os programas utilizados incluem: 

¾ Ferramentas de visualização de moléculas: VMD (Humphrey et al., 

1996) e Molden (Schaftenaar, 1997); 

¾ Programa para cálculo ab initio: GAMESS (Schmidt et al., 1993); 

¾ Programa para construção de mapas de contorno e simulações por 

dinâmica molecular: GROMACS (Berendsen et al., 1995; van der Spoel 

et al., 2004); 

¾ Programa para geração de topologias: PRODRG (van Aalten et al., 

1996); 

¾ Programa para visualização e análise de várias proteínas 

simultâneamente e manipulação de seqüências polipeptídicas: Swiss-

PDB Viewer (Guex & Peitsch, 1997);  

¾ Programa para realização de docking automático: Autodock 3.03 (Morris 

et al., 1998). 

3.2 Cálculos ab initio 

Uma importante etapa na parametrização de campos de força de mecânica 

molecular é a obtenção de cargas atômicas parciais. Particularmente no caso de 

poli-ânions (como polissacarídeos sulfatados) e poli-cátions, tal procedimento torna-

se crucial para a descrição adequada das propriedades físico-químicas da molécula 

de interesse, tendo-se em vista a uniformização do conjunto de cargas. Neste 

sentido o nosso grupo desenvolveu um procedimento para a obtenção de cargas 

atômicas parciais utilizando métodos ab initio e o esquema de Löwdin (Verli e 

Guimarães, 2004; Becker et al., 2005).  

Desta forma, a partir de procedimentos previamente descritos pelo grupo para 

a obtenção de cargas atômicas e da necessidade de geração de parâmetros para 

novos grupos de carga, presentes em monossacarídeos ainda não estudados pelo 
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grupo, i.e., galactose 2-sulfato, fucose 2-sulfato, manose, galactose, ácido siálico e 

N-acetilglicosamina (Figura 10), cada resíduo foi construído e posteriormente 

submetido à minimização de energia utilizando a base 3-21G. As conformações de 

mínimo de energia obtidas foram utilizadas para cálculos single point na base HF 6-

31G**, de forma a gerar cargas atômicas de Löwdin (Tabela 4; Schmidt et al., 1993).  

 

 

 

 

 

 

 
Galactose 2-sulfato Fucose 2-sulfato Manose 

 

  

 

 

Galactose Ácido Siálico N-Acetilglicosamina 

Figura 10: Estruturas da galactose 2-sulfato, fucose 2-sulfato, unidades sacarídicas 

que compõem a galactana e a fucana, respectivamente, e manose, galactose, ácido 

siálico e N-acetilglicosamina, unidades que compõem a estrutura glicosídica da AT. 

 

Para a geração de cargas para as ligações glicosídicas foram utilizados 

dissacarídeos não-sulfatados de galactana e de fucana conforme protocolo já 

descrito (Verli e Guimarães, 2004; Becker et al., 2005). Da mesma maneira, para o 

estudo das ligações glicosídicas da estrutura de glicosilação da AT, esta foi dividida 

em dissacarídeos, de forma a contemplar as diversas ligações glicosídicas 

presentes nesta estrutura.  

3.3 Cálculos de constantes de acoplamento 

Os métodos de ressonância magnética nuclear (RMN) podem fornecer 

informações estruturais ao relacionar o acoplamento do spin NJXY, com parâmetros 

geométricos (diedros próprios ou ângulos de torsão) através da equação de Karplus, 

onde N denota o número de ligações que separam dois núcleos e, X e Y denotam o 

tipo de átomo envolvido (Haasnot et al., 1980; Caffarena et al., 2005). Esta equação 
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considera a dependência de J ao ângulo de diedro (Φ) do fragmento H-C-C-H e às 

eletronegatividades e orientação dos substituintes, conforme equação (1), onde ξi 

representa +1 ou -1 de acordo com a orientação do substituinte em relação ao seu 

próton geminal e ∆χi são fatores de eletronegatividade. Assim, a partir da equação 

de Karplus, pode-se calcular as constantes de acoplamento (3JH,H) teóricas para uma 

dada conformação molecular e compará-las com as determinadas 

experimentalmente para o mesmo diedro. Desta comparação é possível caracterizar 

qual conformação ou proporção de conformações são observadas em solução.  

 
3JH,H = P1 cos2 (Φ) + P2 cos(Φ)+ P3 + Σ ∆χi (P4 + P5 cos2 (ξiΦ + P6 | ∆χi|))  (1) 

 

Assim, a partir da equação de Karplus, pode-se calcular as constantes de 

acoplamento (3JH,H) teóricas para uma dada conformação molecular e compará-las 

com as determinadas experimentalmente para o mesmo diedro. Desta comparação 

é possível caracterizar qual conformação ou proporção de conformações são 

observadas em solução.  

Os resíduos de galactose 2-sulfato e fucose 2-sulfato, tanto nas conformações 
1C4 quanto 4C1, foram submetidos à otimização da geometria utlizando cálculos ab 

initio no nível 3-21G. Para cada geometria obtida, foram calculadas as constantes de 

acoplamento 3JH-H teóricas para hidrogênios vicinais utilizando a parametrização de 

Hasnoot-Altona para a equação de Karplus (Haasnot et al., 1980) e os valores foram 

comparados com as constantes de acoplamento 3JH,H experimentais (Pereira et al., 

2002a). 

3.4 Cálculos de mecânica molecular para geração de mapas de contorno  

Mapas conformacionais para dissacarídeos, análogos aos mapas de 

Ramachandran, podem ser gerados, utilizando-se campos de força de mecânica 

molecular, para investigar a preferência conformacional dos ângulos de diedro de 

ligações glicosídicas. As diversas conformações de dissacarídeos são geradas 

através da rotação dos ângulos de diedro Φ e Ψ (e ω, para ligações α1→6; Figura 

11), de −180° a 180° em passos de 30°, gerando um total de 144 confôrmeros para 

cada dissacarídeo. Os passos de 30° foram escolhidos para a determinação de uma 

geometria inicial, não sendo necessários passos menores em função do refinamento 

posterior através de simulações por DM. No caso da ligação α1→6, como a ligação 
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glicosídica é composta por três diedros, são gerados 144 confôrmeros para cada par 

de ângulos, ou seja, 144 para φ-ψ e 144 para ψ-ω. Utilizam-se restrições para os 

ângulos de diedro da ligação glicosídica, ou seja, quando φ-ψ são avaliados, seus 

ângulos são fixados nos valores determinados, enquanto ω permanece livre e, 

quando avaliam-se ψ-ω, o ângulo φ permanece livre (Figura 11). Após, cada 

confôrmero é submetido à minimização de energia com dupla precisão e o algoritmo 

gradiente conjugado por 10.000 passos. A estabilidade relativa de cada 

conformação obtida, baseado no campo de força GROMACS (Berendsen et al., 

1995; van der Spoel et al., 2004) e nas cargas atômicas de Löwdin no nível HF/6-

31G** (Verli e Guimarães, 2004), são utilizadas para a construção dos mapas de 

contorno. 

 

Ligações α1→6 

φ  = O5 - C1 – O1 – C6’ 

ψ  = C1 - O1 – C6’ – C5’ 

ω = O1 – C6’ – C5’ – C4’ 

Ligações α1→3 

φ = O5 - C1 – O1 – C3’ 

ψ  = C1 - O1 – C3’ – C4’ 

 

Figura 11. Ângulos de torsão que definem as ligações glicosídicas α1→6 e α1→3. 

3.5 Simulações por DM 

3.5.1 Protocolo de simulação 

As simulações por dinâmica molecular (DM) foram realizadas de acordo com o 

protocolo geral de simulações previamente descrito (de Groot e Grubmüller, 2001). 

Todas as simulações foram realizadas à temperatura ambiente (310K) e pressão 

constante (1 bar), i.e. NPT, com duração variável, de acordo com o sistema em 

estudo (de 3,0 a 10,0 ns). Cada molécula (polissacarídeo ou complexo proteína-

polissacarídeo) foi solvatada numa caixa retangular utilizando condições periódicas 
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de contorno e o modelo de água SPC (Berendsen et al., 1987), com distância de 1 

nm entre o soluto e a caixa. Íons sódio foram adicionados de forma a neutralizar as 

cargas dos sistemas.  

Cada conjunto de soluto, moléculas de água e contra-íons, foi então submetido 

à minimização de energia por aproximadamente 10.000 passos utilizando o 

algoritmo Steepest Descents. A estrutura então minimizada foi utilizada como ponto 

de partida para simulações por DM. Os métodos Lincs e Settle (Hess et al., 1997; 

Miyamoto e Kolman, 1992) foram aplicados na restrição de ligações covalentes de 

forma a permitir um passo de integração de 2fs, enquanto as interações 

eletrostáticas foram calculadas utilizando o método Particle-Mesh Ewald (PME, 

Darden et al., 1993). A temperatura e a pressão do sistema foram mantidas 

constantes através do acoplamento separado de proteína, carboidrato, íons e 

solvente a banhos externos de temperatura e pressão, utilizando constantes de 

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

Foi utilizado o valor de ε = 1 para a constante dielétrica do meio. 

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

equilibração e recolhimento de dados. A termalização envolve o aquecimento 

gradativo do sistema e visa uniformizar as energias contidas na estrutura 

cristalográfica evitando, assim, deformações nas macromoléculas. Nesta etapa, o 

sistema é aquecido lentamente e em cada passo há 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 termalização compreende 6 passos, totalizando 30 ps 

(Figura 12). Após a termalização do sistema, a simulação prossegue na temperatura 

de equilíbrio de 310 K, pelo tempo estipulado (de 3,0 ns a 10,0 ns), o qual inclui as 

etapas de equilibração (varia dependendo do sistema) e recolhimento de dados. 
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Figura 12: Esquema das etapas que compõe as simulações de DM a 310K. De 0ps 

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

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

temperatura pelo restante da simulação (Verli, 2005).  

3.5.2 Construção de topologias 

A topologia é um arquivo contendo os parâmetros que descrevem as 

propriedades atômicas de uma determinada estrutura química, e permite a 

complementação e o refinamento de parâmetros já inclusos no campo de força 

GROMACS, i.e. descrição da força e tipo de cada ligação química, ângulos e 

diedros, bem como parâmetros de Lennard-Jones e cargas atômicas. Visando 

viabilizar a simulação de polissacarídeos, i.e., galactana 2-sulfatada, 3-ligada, 

fucana 2-sulfatada, 3-ligada, e estrutura glicosídica da AT, utilizou-se a ferramenta 

de construção de topologias denominada PRODRG (van Aalten et al., 1996). 

O PRODRG é um servidor que gera um arquivo de topologia para simulações 

com o pacote e campo de força do GROMACS. A topologia então obtida foi refinada 

pelo acréscimo das cargas atômicas oriundas de cálculos ab initio (Tabela 4) e pelo 

controle da conformação de hexopiranoses (Verli e Guimarães, 2004, Becker et al., 

2005; Verli, 2005; Tabela 2). A definição dos estados conformacionais dos resíduos 

de galactana e fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas e da estrutura de glicosilação da AT 

(4C1 e 1C4), foram realizadas pela adição de diedros impróprios nos respectivos 

arquivos de topologia de cada confôrmero. A mudança do ângulo de diedro no 

arquivo de topologia torna possível alterar a conformação dos monossacarídeos 

durante as simulações (Tabela 2), permitindo o controle das características dos 

mesmos. 
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Tabela 2: Principais conformações adotadas pelo resíduo de IdoA conforme 

Recomendações da IUPAC (IUPAC-IUB, 1980) e diedros impróprios utilizados para 

definir a conformação de hexopiranoses. A forma cíclica do anel é designada por 

uma letra maiúscula, em itálico (C descreve a conformação de cadeira e S a de 

bote-torcido - skew-boat), e por números, que distingüem as possíveis variantes 

conformacionais de uma mesma forma. O átomo localizado acima do plano do anel 

tem seu número sobrescrito antes da letra maiúscula e o átomo localizado abaixo do 

plano tem seu número subscrito após a letra maiúscula. 

 
 

Ângulos (em graus) Seqüência de átomos 

definindo o diedro 1C4 4C1 2S0 

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 Validação das simulações por DM 

A validação dos resultados obtidos das simulações por DM foi realizada 

através da comparação com resultados experimentais prévios, e.g. estrutura 

cristalográfica, estrutura de RMN e dados bioquímicos, assim como da observação 

da estabilidade dos sistemas estudados, seja pela manutenção da estrutura 

secundária, energia, densidade e volume. 

3.6 Experimentos de Docking 

Os experimentos de docking envolvem a predição da orientação de um ligante 

dentro do sítio ativo de uma proteína ou receptor-alvo (Leach, 2001). Objetivando 

avaliar a orintação dos decassacarídeos de galactana e de fucana 2-sulfatadas, 3-

ligadas quando complexadas à AT, foram realizados experimentos de docking, 

utilizando o programa de docking automático Autodock 3.03 (Morris et al., 1998). 
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Os parâmetros dos experimentos de docking foram otimizados através de um 

estudo sistemático dos mesmos. A validação de tais experimentos ocorreu através 

da reprodução da orientação da estrutura cristalográfica do pentassacarídeo 

sintético com a AT (PDB 1E03). 

Nos experimentos de docking realizados, as cargas atômicas empregadas para 

os ligantes foram derivadas dos esquemas de Löwdin, obtidas através do método 

HF/6-31G** do programa GAMESS (Verli e Guimarães, 2004; Becker et al., 2005). A 

estrutura da AT utilizada para o docking com os decassacarídeos de galactana e 

fucana foi sua estrutura cristalográfica complexada ao pentassacarídeo sintético 

(PDB 1E03, resolução = 2.6 Å). O ligante original e as moléculas de solvente foram 

removidos antes da realização do docking e apenas hidrogênios polares foram 

adicionados. As cargas para os átomos da proteína foram obtidas da versão do 

AutoDock do pacote/campo de força GROMACS (Berendsen et al., 1995; van der 

Spoel et al., 2004). 

O Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA) foi utilizado para explorar o espaço de 

ligação e o número de runs foi de 100. O AutoGrid foi utilizado para a delimitação do 

sítio ativo e o tamanho do grid foi definido para 100 x 100 x 100 pontos, com um 

espaço do grid de 0.375Å centrado no sítio de interação do pentassacarídeo 

sintético com a AT. A caixa (grid) incluiu o sítio de interação do pentassacarídeo com 

a AT e solvente, provendo espaço suficiente para rotação e translação do ligante. 

Para cada cálculo, um número máximo de avaliações de energia foi definido 300.000 

e o máximo de 270.000 operações LGA foram geradas em populações de 600 

indivíduos. Operadores para tamanho do crossover, mutações 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 conformações obtidas como 

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

4.1 Preâmbulo 

Os resultados obtidos serão apresentados a seguir na forma dos trabalhos 

aceitos ou submetidos para publicação durante a realização da presente 

Dissertação. Estes trabalhos estão citados abaixo, assim como uma breve descrição 

sobre cada um.  

 

¾ Camila F. Becker, Jorge A. Guimarães, Paulo A. S. Mourão, 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 aplicação de ferramentas de MM no estudo 

conformacional de polissacarídeos sulfatados obtidos de invertebrados marinhos, 

como a galactana e a fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas, bem como a caracterização de 

seus complexos com a AT utilizando métodos de docking e posterior refinamento 

através de simulações por DM. 

 

¾ Camila F. Becker, Jorge A. Guimarães, Hugo Verli: Conformational 

characterization of the glycan structure of antithrombin. Carbohydr. Res., 

2007b, em preparação. 
 

Este trabalho apresenta a descrição do perfil conformacional do 

oligossacarídeo constituinte da estrutura da AT através de métodos de MM, 

incluindo a construção de mapas de contorno e da realização de simulações por DM 

desta estrutura glicosídica. 

 

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

Este trabalho descreve o perfil conformacional da galactana e fucana 2-

sulfatadas, 3-ligadas em solução aquosa utilizando métodos de MM, bem como sua 

complexação com a AT. Estes polissacarídeos podem ser isolados e caracterizados 

de invertebrados marinhos e apresentam unidades repetitivas de oligossacarídeos 

simples, lineares e bem definidas. Apesar da semelhança estrutural, apenas a 

galactana apresenta atividade anticoagulante. 

A comparação das constantes de acoplamento determinadas por RMN e 

teóricas confirmou a conformação 1C4 como predominante para os monossacarídeos 

nestes polissacarídeos. Tal resultado foi corroborado pelos mapas de caracterização 

conformacional obtidos, os quais indicaram que a forma 1C4 confere maior 

estabilidade às conformações dos dissacarídeos do que a forma 4C1. 

As simulações por DM de decassacarídeos de galactana e fucana 2-sulfatadas, 

3-ligadas indicam que ambas apresentam perfis conformacionais semelhantes em 

solução aquosa. A identificação dos possíveis modos de ligação de cada 

conformação da galactana e da fucana na interação com a AT foi realizada através 

de experimentos de docking, e os complexos obtidos foram posteriormente refinados 

por simulações por DM em solução aquosa. Os resultados mostram que os dois 

polissacarídeos apresentam orientações distintas na interação com a AT, o que 

explica as diferenças nas suas atividade biológicas. 

 

Conformations of sulfated galactans and fucans in aqueous 

solution: implications to their anticoagulant activities 
 

Camila F. Becker, Jorge A. Guimarães, Paulo A. S. Mourão e Hugo Verli 

 

Journal of Molecular Graphics and Modelling, 2007a, in press. 
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4.3 Trabalho II 

A AT é uma glicoproteína que co-existe sob duas isoformas, α e β-AT, as quais 

diferem na quantidade de carboidrato ligado à parte protéica. Tal diferença é 

responsável pelas distintas atividades anticoagulantes de ambas isoformas. Dada a 

influência da parte glicosídica de proteínas em suas atividades biológicas, este 

trabalho visa descrever o perfil conformacional da estrutura de glicosilação da AT 

utilizando métodos de MM. 

Os mapas de contorno dos dissacarídeos da parte glicosídica da AT mostraram 

as preferências conformacionais da ligação glicosídica dos mesmos. Contudo, as 

conformações de alguns destes dissacarídeos sofreram modificações após as 

simulações de DM na presença de moléculas de solvente explícito. Particularmente 

para o dissacarídeo Manα(1→6)Man, a ligação glicosídica apresenta um equilíbrio 

particular entre três conformações preferenciais. As simulações de DM do 

oligossacarídeo completo mostraram que a geometria da ligação glicosídica de 

Manα(1→6)Man é responsável pela determinação da geometria global do 

oligossacarídeo. 

A estrutura tridimensional da estrutura glicosídica da AT determinada por 

simulações de DM difere significativamente da conformação cristalográfica, o que 

sugere que efeitos de empacotamento estejam influenciando a flexibilidade e a 

conformação da parte glicosídica na estrutura cristalográfica. Os resultados 

confirmam que as simulações de DM são capazes de reproduzir e descrever 

adequadamente a conformação de estruturas glicosídicas. 

 

Conformational characterization of the glycan structure of 

antithrombin 
 

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

 

Carbohydrate Research, 2007b, em preparação. 
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Abstract 

Molecular modeling techniques were used to analyze the conformational profile of the α- 

and β-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 

Manα(1→6)Man ω 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, α- and β-

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). β-AT is glycosylated at three amino acid residue 

positions, i.e., asparagines 96, 155, and 192, while α-AT is additionally glycosylated at 

asparagine 135 (Figure 1). As a consequence, β-AT is bound in a higher degree to the vessel 

wall than α-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% α:4-10% β; 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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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 α-ATg and β-ATg structures in 

aqueous solution using molecular modeling techniques. 

2. Experimental 

2.1 Nomenclature and software 

Recommended IUPAC (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 φ, ψ and ω angles. For a (1→4) linkage, the definitions become 

those shown in Eqs. (1) and (2), 

φ = O-5−C-1−O-1−C-3’              (1) 

ψ = C-1−O-1−C-3’−C-4’             (2) 

and for a (1→6) linkage the definitions become those shown in Eqs. (3), (4) and (5), 

φ = O-5−C-1−O-6−C-6’              (3) 

ψ = C-1−O-6−C-6’−C-5’             (4) 

ω = O-6-C-6’-C-5’-C-4’              (5) 
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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 Guimarães, 2004; Becker et al., 2005; Verli and 

Guimarães, 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 1E05). 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 Löwdin scheme (Verli and Guimarães, 

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 Guimarães, 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 Φ, Ψ and ω 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 Φ, Ψ and ω 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** Löwdin 

atomic charges (Verli and Guimarães, 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 Guimarães, 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 r ≤0.35nm (donor – acceptor distance) and α ≥120° (donor – hydrogen 

– acceptor angle; van der Spoel et 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 β(1→4) linkages (GlcNAcβ(1→4)GlcNAc, Manβ(1→4)GlcNAc and 

Galβ(1→4)GlcNAc) 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 GlcNAc 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 ω angle (Qasba et al., 1997). However, a distinction should be made between 

Manα(1→6)Man  and Siaβ(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 C5, its flexibility is reduced due to higher steric hindrance. This profile can be 

observed around φ and ψ angles (Figure 2G compared to Figure 2C), as well as around ψ and 

ω 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) 

GlcNAcβ(1→4)GlcNAc; B) Manβ(1→4)GlcNAc; C) Manα(1→6)Man; D) 

Manα(1→6)Man; E) GlcNAcα(1→2)Man; F) Galβ(1→4)GlcNAc; G) Siaβ(2→6)Gal φ and 

ψ angles; H) Siaβ(2→6)Gal ψ and ω angles; I) Manα(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 Manα(1→6)Man starting ω 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 

Manα(1→6)Man (Figure 2C, 2D) and for Manα(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. Manα(1→6)Man disaccharide maps (Figure 2C, 2D) 

show that its greater flexibility is due to larger minimum energy regions. This occurs because 

Manα(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). 

Average Angle (degree) Glycosidic linkage Disaccharide 
Structure φ ψ ω 

A PDB Averagea -85.4 -124.8 ----- 
 Contour plotb -60 -120 ----- 
 

GlcNAcβ(1→4)GlcNAc 

MD -78.0±16.7 -128.1±13.5 ----- 
B -108.5 -119.6 ----- 
 

PDB Averagea 
Contour plotb -60 -120 ----- 

 

Manβ(1→4)GlcNAc 

MD -83.1±29.1 -134.7±19.4 ----- 
C, D 1E04c 82.1 88.0 135.3 
 88.0 -175.7 128.0 
 

1E05c 
Contour plotb -60 90 -90 

 

Manα(1→6)Man 

MD -87.9±20.9 170.0±44.7 60, 180, -90d 
E PDB Averagea -84.4 -50.6 ----- 
 Contour plotb -90 120 ----- 
 

GlcNAcα(1→2)Man 

MD -82.4±15.9 128.9±16.3 ----- 
F PDB Averagea -96.9 64.2 ----- 
 Contour plotb -60 -120 ----- 
 

Galβ(1→4)GlcNAc 
 

MD -81.7±23.3 -128.1±14.1 ----- 
G, H PDB Averagea ----- ----- ----- 
 Contour plotb 90 -120 -60 
 

Siaβ(2→6)Gal 

MD -52.1±32.3 -190.1±29.0 -70.2±25.4e 
I 1E04c -65.4 124.7 ----- 
 1E05c 88.4 128.7 ----- 
 Contour plotb -60 120 ----- 
 

Manα(1→3)Man 

MD -80.3±20.1 123.8±16.0 ----- 
aAverage of the glycosidic linkages of the AT glycan structures from PDB entries 1E03, 1E04, 1E05; 

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

that were further refined by MD simulations; 

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

dManα(1→6)Man ω angle presents a fluctuation among three preferred conformations; 

eSiaβ(2→6)Gal ω angle presents a fluctuation among two preferred conformations (also ω=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 GlcNAcβ(1→4)GlcNAc, Manβ(1→4)GlcNAc, 

GlcNAcα(1→2)Man, Galβ(1→4)GlcNAc and Manα(1→3)Man linkages. Regarding MD 

simulations of the Manα(1→6)Man disaccharide (Figure 2D; Table 1), the ω 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 Manα(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 Siaα(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 

C5.  

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 φ and ψ 

dihedral angles in disaccharides GlcNAcβ(1→4)GlcNAc, Manβ(1→4)GlcNAc and 

Manα(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. 

GlcNAcα(1→2)Man and Galβ(1→4)GlcNAc ψ angle (Figure 2E, 2F) are susceptible to 

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

Moreover, solvent molecules can notably influence the conformational preferences of 

Manα(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 

Siaα(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 Manα(1→6)Man linkage the ω angle was 

observed to fluctuate among three preferred conformations, three MD simulations of the 

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

However, the trajectories of each ATg conformation shows a progressive transition 

between each ω. The oligosaccharides with the initial geometries of ω=+60° and ω=-90° 

convert to values around ω=180o (Table 2). As previously described for complex biantennary 

structures, the ω angle varies preferentially between+ 60° and 180o, which confirms our 

results (Brisson and Carver, 1983). Thus, in the disaccharide, ω angle presents three 

conformer populations in solution and, after ATg MD simulation, such angle adopts a 

preferential geometry, i.e., ω=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 Manα(1→6)Man starting ω 

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 GlcNAcα(1→2)Man, Galβ(1→4)GlcNAc and Siaβ(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 Manα(1→6)Man starting ω angle of 180°. 
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As the ω angle adopts preferentially 180o, the oligosaccharide with Manα(1→6)Man 

starting ω 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 

Manα(1→6)Man disaccharide, which presents alterations in both ψ and ω angles, and 

GlcNAcα(1→2)Man ψ angle, that has suffered a change in both arms (Figure 2C, 2D, 2E; Table 

1 and Table 2). An interconversion of GlcNAcβ(1→4)GlcNAc ψ angle (Figure 2A; Table 1; 

Table 2), in oligosaccharide with ω=180° starting geometry, to another minimum energy 

vacuum conformation was also observed. This is because the core fragment 

GlcNAcβ(1→4)GlcNAcβ(1→4)Man is influenced to a great extent by Manα(1→6)Man 

disaccharide geometry. Moreover, since Manα(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, Siaβ(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, Manβ(1→4)GlcNAc, Galβ(1→4)GlcNAc and Manα(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), Manα(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 Manα(1→6)Man ω 

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

Average angle (degree) Glycosidic linkage from MD 
structure φ ψ ω 

 -78.9±14.2a 75.0±9.5a,d ----- 
 -89.5±15.9b -138.8±23.6b ----- A GlcNAcβ(1→4)GlcNAc 
 -100.3±11.9c -145.7±12.2c ----- 
 -90.8±13.5a -125.1±9.3a ----- 
 -84.9±11.6b -124.7±8.8b ----- B Manβ(1→4)GlcNAc 
 -51.0±13.2c -121.8±10.0c ----- 
 -68.6±9.8a -85.1±10.6a -142.4±11.6a 
 -67.5±10.2b -89.4±10.7b -143.9±11.7b C, D Manα(1→6)Man 
 -101.1±36.7c -51.1±21.2c 180.5±23.8c 

-92.0±9.1a 69.9±11.6a ----- 
-88.7±9.4b 68.4±11.2b ----- 

6-
ar

m
 

-93.1±8.7c 61.1±10.4c ----- 
-87.6±13.0a 66.1±15.3a ----- 
-78.1±13.2b 70.5±14.1b ----- 

E GlcNAcα(1→2)Man 

3-
ar

m
 

-141.4±10.5c -147.7±11.3c ----- 

-63.1±17.0a 146.6±12.8a ----- 
-75.3±16.5b 149.8±12.5b ----- 

6-
ar

m
 

-69.2±16.6c 140.7±10.6c ----- 
-86.5±12.1a -129.8±10.7ª ----- 
-77.0±14.0b -122.2±12.7b ----- 

F Galβ(1→4)GlcNAc 

3-
ar

m
 

-74.6±11.0c -123.7±10.5c ----- 

73.8±21.0a -140.7±21.4a -81.6±27.7a 
95.5±44.3b -171.5±35.5b -76.6±22.2b 

6-
ar

m
 

69.5±9.2c -133.3±16.7c -73.5±14.3c 

62.3±138a 189.6±14.8ª 170.8±15.7a 
73.1±28.8b 187.9±20.0b 164.4±33.8b 

G, H Siaβ(2→6)Gal 

3-
ar

m
 

64.3±9.6c 189.5±11.7c 184.3±13.4c 

 -79.0±12.4a 121.6±12.0a ----- 
 -102.8±22.8b 105.2±16.1b ----- I Manα(1→3)Man 
 -84.2±11.7c 92.0±12.0c ----- 

a ω = 180o; b ω = -90o; c ω = 60o; d 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 Manα(1→6)Man ω angle is responsible for 

determining the global shape of this oligosaccharide. The different environments that each 

arm provides and the different starting geometries for Manα(l→6)Man glycosidic linkage ω 

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 Pèrez, 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.  

 

Figure 4. α-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 α- and β- 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.  

Acknowledgments 

This work was supported by the Brazilian Agencies Conselho Nacional de Desenvolvimento 

Científico e Tecnológico, CNPq – Minister of Science and Technology  and Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior, CAPES – Minister of Education, Brasília, 

Brazil. 

References 

Apweiler, R.; Hermjakob, H.; Sharon, N. Biochim. Biophys. Acta, 1999, 1473, 4–8. 

Becker, C. F.; Guimarães, J. A.; Verli, H. Carbohydr. Res., 2005, 340, 1499–1507. 

Becker, C. F.; Guimarães, J. A.; Mourão, P. A. S., Verli, H. J. Mol. Graph. Model., 2007, in 

press. 

Berendsen, H. J. C.; van der Spoel, D.; van Drunen, R. Comp. Phys. Comm., 1995, 91, 43-56. 

Berman, H. M.; Battistuz, T.; Bhat, T. N.; Bluhm, W. F.; Bourne, P. E.; Burkhardt, K.; Feng, 

Z.; Gilliland, G. L.; Iype, L.; Jain, S. et al. Acta Crystallogr. D. Biol. Crystallogr., 2002, 

58, 899-907. 

Bohne-Lang, A.; von der Lieth, C. W. GlyProt: in silico glycosylation of proteins. Nucl. Acids 

Res., 2005, 33, W214-W219. 

http://www.glycosciences.de/modeling/glyprot/php/main.php.  

Brisson, J. R.; Carver, J. P. Biochem., 1983, 22, 3671-3680. 

Cremer, D.; Szabo, K. J. In Conformational Behavior of Six-Membered Rings: Analysis, 

Dynamics, and Stereoelectronic Effects, Juaristi, E., Ed.; VCH Publishers Inc., New York, 

1995, pp 71-77. 



 

 

63

Darden, T.; York, D.; Pedersen, L. J. Chem. Phys., 1993, 98, 10089-10092. 

Dasgupta, S., Iyer, G. H., Bryant, S. H., Lawrence, C. E.; Bell, J. A. Proteins: Struct. Funct. 

Genet., 1997, 28, 494–514.  

Davies, A.; Lachmann, P. L. Immunol. Res., 1993, 12, 258-275.  

Eyal, E.; Gerzon, S.; Potapov, V.; Edelman, M.; Sobolev, V. J. Mol. Biol., 2005, 351, 431–

442. 

Feizi, T.; Mulloy, B. Editorial overview. Curr. Opin. Struct. Biol., 2003, 13, 602–604. 

Hashimoto, Y.; Toma, K.; Nishikido, J.; Yamamoto, K.; Haneda, K.; Inazu, T.; Valentin, K.; 

Opella, S. J. Biochem., 1999, 38, 8377-8384. 

Helenius, A.; Aebi, M. Science, 2001, 291, 2364-2369. 

Imberty, A.; Pérez, S. Chem. Rev., 2000, 100, 4567–4588. 

IUPAC-IUB Joint Commission on Biochemical Nomenclature 

http://www.chem.qmul.ac.uk/iupac/misc/psac.html. Jacobson, M. P.; Friesner, R. A.; 

Xiang, Z.; Honig, B. J. Mol. Biol., 2002, 320, 597–608. 

Jeffrey, G. A. J. Mol. Struc., 1990, 237, 75-79. 

Marchal, I.; Glfier, G.; Dugas, O.; Majed, M. Biochimie, 2003, 85, 75-81. 

Marfo-Owusu, E; Kato, T. Mol. Cryst. Liq. Cryst., 2006, 452, 37-48. 

McCoy, A. J.; Pei, X. Y.; Skinner, R.; Abrahams, J. P.; Carrell, R. W. J. Mol. Biol., 2003, 

326, 823–833. 

Mrksich, M. Chem. Biol., 2004, 11, 739–740. 

Nader, H. B.; Pinhal, M. A. S.; Baú, E. C.; Castro, R. A. B.; Medeiros, G. F.; Chavante, S. F.; 

Leite, E. L.; Trindade, E. S.; Shinjo, S. K.; Rocha, H. A.; Tersariol, I. L. S.; Mendes, A.; 

Dietrich, C. P. Braz. J. Med. Biol. Res., 2001, 34, 699-709. 

Qasba, P. K.; Balaji, P. V.; Rao, V. S. R. J. Mol. Struc.(Theochem), 1997, 395-396, 333-360. 

Rapp, C. S.; Pollack, R. M. Proteins: Struct. Func. Bioinf., 2005, 60, 103-109. 



 

 

64

Rigby, A. C.; Lucas-Meunier, E.; Kalume, D. E.; Czerwiec, E.; Hambe, B.; Dahlqvist, I.; 

Fossier, P.; Baux, G.; Roepstorff, P.; Baleja, J. D.; Furie, B. C.; Furie, B.; Stenflo, J. Proc. 

Nat. Acad. Sci. USA, 1999, 96, 5758-5763. 

Schaftenaar, G. 1997 MOLDEN. CAOS/CAMM Center, University of Nijmegen, 

Toernooiveld 1, 6525 ED NIJMEGEN, The Netherlands. 

Schmidt, M. W.; Baldridge, K. K.; Boatz, J. A.; Elbert, S. T.; Gordon, M. S.; Jensen, J. H.; 

Koseki, S.; Matsua, N.; Nguyen, K. A.; Su, S. J.; Windus, T. L.; Dupuis, M.; 

Montgomery, J. A. J. Comp. Chem., 1993, 14, 1347-1363. 

Sticht, H.; Pickford, A. R.; Potts, J. R.; Campbell, I. D. J. Mol. Biol., 1998, 276, 177-187. 

van Aalten, D. M. F.; Bywater, B.; Findlay, J. B. C.; Hendlich, M.; Hooft, R. W. W.; Vriend, 

G. J. Comp. Aid. Mol. Des., 1996, 10, 255-262. 

http://davapc1.bioch.dundee.ac.uk/programs/prodrg/prodrg.html. 

van der Spoel, D.; Lindahl, E.; Hess, B.; van Buuren, A. R.; Apol, E.; Meulenhoff, P. J.; 

Tieleman, D. P.; Sijbers, A. L. T. M.; Feenstra, K. A.; van Drunen, R.; Berendsen, H. J. C. 

2004 GROMACS user manual version 3.2, Nijenborgh 4, 9747 AG Groningen, The 

Netherlands. 

Verli, H.; Guimarães, J. A. Carbohydr. Res., 2004, 339, 281-290. 

Verli, H.; Guimarães, J.A. J. Mol. Graph. Mod., 2005, 242, 203-212. 

von der Lieth, C.-W.; KozBr’, T.; Hulla, W.E. J. Mol. Struc. (Theochem), 1997, 395-396, 

225-244. 

von der Lieth, C.-W.; Lütteke, T.; Frank, M. Biochim. Biophys. Acta, 2006, 1760, 568-577. 

Witmer, M. R.; Hatton, M. W. C. Arterioscl. Thromb., 1991, 11, 530–539. 

  



 

 

65

5 Discussão Geral 

5.1 Galactana e fucana 

A descrição da galactana e da fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas insere-se no 

contexto da aplicação de métodos computacionais no desenvolvimento de novos 

agentes anticoagulantes, baseados na estrutura e mecanismo de ação da heparina. 

De fato, o entendimento da estrutura 3D e das propriedades dinâmicas de 

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

das bases moleculares do reconhecimento destes compostos por suas proteínas-

alvo (Imberty e Pérez, 2000). Assim, os métodos de MM foram aplicados para o 

estudo de novos compostos capazes de servir como protótipos de novos agentes e 

de mimetizar as atividades anticoagulantes da heparina, como as galactanas e as 

fucanas.  

5.1.1 Descrição da geometria das ligações glicosídicas 

Anéis de 6 membros (hexopiranoses) apresentam diversas conformações 

possíveis (Cremer e Szabo, 1995). No que refere-se à atividade anticogulante da 

heparina, tais conformações são de extrema relevância, pois representam aspectos 

conformacionais que influenciam a atividade da heparina. Os resíduos de IdoA 

apresentam uma elevada mobilidade por adotarem um equilíbrio conformacional não 

usual entre uma mistura de confôrmeros, principalmente entre estados de cadeiras 

(1C4 e 4C1) e bote-torcido (2SO) (Ferro et al., 1990; Tabela 2). A flexibilidade deste 

resíduo confere à molécula de heparina aspectos conformacionais próprios 

(Danielsson et al., 1986) e sugere-se que esta característica do IdoA contribua para 

as propriedades anticoagulantes da heparina (Mikhailov et al., 1996), embora a 

predominância dos confôrmeros do IdoA tenha permanecido controversa por algum 

tempo (Rees et al., 1985; Casu et al., 1986). 

Em geral, a maioria da hexopiranoses existe como um único confôrmero em 

solução, principalmente nas formas de cadeiras 1C4 ou 4C1 (Pèrez et al., 1996; Horita 

et al., 1997). Assim, de forma a verificar a influência da conformação do anel na 

geometria das ligações glicosídicas, as conformações 4C1 e 1C4 foram analisadas 

para os resíduos de L-galactose e L-fucose (Tabela 2). A descrição da conformação 

de carboidratos é avaliada em função dos ângulos de diedro de suas ligações 

glicosídicas, denominados φ e ψ (e ω, para ligações 1→6). Em função destas 
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características, a geração de mapas de contorno é uma ferramenta útil para prever a 

conformação das ligações glicosídicas de carboidratos. Estes mapas descrevem a 

energia associada a cada conformação gerada pela combinação de diferentes 

valores de φ e ψ sugerindo, assim, as prováveis conformações mais estáveis para 

uma determinada ligação glicosídica (Figura 11).  

A análise dos mapas de contorno das ligações glicosídicas dos dissacarídeos 

2-sulfatados de galactana e de fucana mostrou apenas uma região de mínimo de 

energia principal para os ângulos φ e ψ de cada dissacarídeo. A interconversão entre 

as conformações 4C1 e 1C4 não introduziu grandes mudanças nas preferências 

conformacionais das ligações glicosídicas descritas pelos mapas de contorno, 

indicando ausência de influência da forma do resíduo para a conformação destes 

polissacarídeos. Este tipo de resposta é observada para o resíduo de IdoA da 

estrutura da heparina, pois não são observadas diferenças nas mudanças 

conformacionais induzidas na AT pela heparina com este resíduo nas conformações 

de cadeira (1C4) ou bote-torcido (2S0) (Verli e Guimarães, 2005). Embora a forma da 

cadeira não implique em diferenças significativas na geometria da ligação 

glicosídica, as energias observadas nos mapas de contorno para cada conformação 

mostram que a forma 1C4 confere maior estabilidade às ligações glicosídicas dos 

dissacarídeos, do que quando os resíduos estão na forma 4C1. Estes dados sugerem 

então, que para os dissacarídeos de L-galactose e L-fucose a conformação 1C4 é 

preferida em relação à forma 4C1. 

De acordo com estes dados, a comparação das constantes de acoplamento 

experimentais e teóricas sugere ainda, que a conformação 1C4 é a predominante em 

solução para os resíduos de L-galactose e L-fucose. Contudo, os valores obtidos 

pelos cálculos de Karplus para a determinação das constantes de acoplamento 

teóricas apresentam um desvio das constantes de acoplamento experimentais 

(maiores que 2,0Hz). Tal desvio ocorre em razão de que o equilíbrio dos 

confôrmeros é sensível aos substituintes ligados ao fragmento H-C-C-H e a relação 

da equação de Karplus entre as constantes de acoplamento e os ângulos de diedro 

é mal parametrizada para carboidratos carregados (Horita et al., 1997). Apesar deste 

desvio, os valores teóricos e experimentais são semelhantes, o que indica que os 

métodos de MM são capazes de descrever o comportamento de tais 

monossacarídeos mesmo na ausência de dados experimentais. 
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Além da conformação das hexopiranoses, grupamentos sulfato também são 

capazes de influenciar a preferência conformacional das ligações glicosídicas. Neste 

sentido, foram construídos mapas de contorno para dissacarídeos de galactana e 

fucana não-sulfatados de forma a verificar a susceptibilidade da conformação dos 

dissacarídeos à este grupamento. De fato, as regiões de mínimo de energia dos 

mapas de contorno corresponderam a ângulos semelhantes para as ligações 

glicosídicas na presença e na ausência dos grupos sulfato. Contudo, os 

dissacarídeos não sulfatados apresentaram um perfil conformacional mais flexível 

que na presença de sulfato. Isto indica que, na ausência do sulfato, a flexibilidade da 

ligação glicosídica é maior que na presença do mesmo. Assim, a presença do sulfato 

está relacionada com a rigidez do carboidrato e não com determinação da 

preferência conformacional.  

5.1.2 DM de polissacarídeos de ouriço-do-mar 

A característica altamente polar de carboidratos implica em uma interação forte 

com as moléculas de água circundantes, das quais importantes forças para o 

enovelamento e as funções dos carboidratos podem surgir (Smithrud et al., 1991; 

Kirschner e Woods, 2001). Assim, a inclusão de moléculas de solvente explícito é 

importante para refinar e padronizar as conformações de mínimo de energia obtidas 

através da análise conformacional de carboidratos (Pèrez et al., 1998).  

Com este intuito, foram realizadas simulações de DM de decassacarídeos de 

galactana e fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas. A análise dos ângulos de diedro das 

ligações glicosídicas de tais decassacarídeos após simulações de DM mostraram 

que a média das geometrias obtidas correspondem às regiões de mínimo de energia 

dos respectivos mapas de contorno, indicando que o solvente não exerce influência 

significativa na conformação dos decassacarídeos de galactana e fucana.  

Contudo, ao contrário do observado nos mapas de contorno, a conformação 

dos resíduos influencia consideravelmente a dinâmica global do polissacarídeo, pois 

a geometria das ligações glicosídicas é similar entre a galactana e a fucana quando 

seus resíduos estão na forma 1C4, enquanto que com os resíduos na forma 4C1, 

observam-se diferenças consideráveis na conformação da ligação glicosídica entre 

as mesmas. Assim, nestes decassacarídeos, a geometria das ligações glicosídicas 

pode sofrer alterações significativas em função da conformação das hexopiranoses. 
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5.1.3 Caracterização dos complexos galactana-AT e fucana-AT 

Os cálculos de docking realizam a exploração dos possíveis modos de ligação 

de um ligante em um determinado receptor, enzima ou proteína-alvo (van de 

Waterbeemd et al., 1997). Os algoritmos de docking tentam identificar a 

conformação/orientação do ligante mais favorável energeticamente quando ligado à 

proteína, objetivando encontrar a interação que resulta em menor energia (Thomsen, 

2003). A descrição dos complexos dos decassacarídeos de galactana e fucana 2-

sulfatadas, 3-ligadas, com os resíduos na forma 1C4, na ligação à AT por 

experimentos de docking permitiu a identificação do papel de alguns dos resíduos de 

aminoácidos da AT na interação entre ligante e receptor, bem como auxiliou na 

identificação das diferenças nas atividades apresentadas pela galactana e pela 

fucana. 

 Alguns fatores importantes devem ser considerados para os experimentos de 

docking, tais como: fatores estéricos, eletrostáticos, interações por ligações de 

hidrogênio, desolvatação, entropia rotacional e entropia translacional (Kitchen et al., 

2004). Dentro destes fatores estão incluídas algumas limitações dos programas de 

docking, as quais referem-se à dificuldade de previsão de afinidade, além da não 

consideração de efeitos de solvente e a descrição do sistema de forma rígida 

(Kitchen et al., 2004). Assim, os cálculos de docking podem ser utilizados para a 

previsão da conformação e orientação iniciais (Warren et al., 2005). Contudo, o 

docking pode ser complementado por simulações de DM, as quais incluem as 

variáveis acima citadas e funcionam como uma estratégia para o refinamento do 

sistema em estudo. 

Desta forma, buscando considerar moléculas de solvente na interação 

galactana- e fucana-AT e permitir o relaxamento dos sistemas, foram realizadas 

simulações por DM dos complexos obtidos por docking, em solução aquosa. Os 

sistemas simulados foram avaliados quanto à energia de interação entre os 

decassacarídeos e a AT.  

A energia de interação entre galactana-AT e fucana-AT após as simulações por 

DM mostrou-se equivalente para ambos decassacarídeos, estando de acordo com a 

semelhança conformacional dos mesmos em solução aquosa. Contudo, conforme 

observado através dos experimentos de docking, a orientação destes 

polissacarídeos na interação com a AT é diferente. A orientação da galactana 

assemelha-se à orientação cristalográfica do pentassacarídeo sintético complexado 
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à AT, ao contrário do que observa-se para a fucana. Assim, ambos polissacarídeos 

são capazes de interagir com a AT, mas apenas para a galactana seria possível a 

interação com trombina, o que explica a ausência 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 contribuição específica de cada resíduo de aminoácido para o complexo 

heparina-AT demonstra os resíduos-chave para a formação dos complexos, 

auxiliando assim no desenvolvimento de novos compostos bioativos ao identificar 

sítios-alvo para o desenho de tais compostos. Na interação do pentassacarídeo 

sintético com a AT (PDB 1E03), os resíduos de aminoácidos mais importantes são a 

Arg129, a qual está localizada na região N-terminal da hélice D e envolvida na 

expansão da mesma na ativação da AT por GAGs (Verli e Guimarães, 2005), e a 

Lys125, que apresenta papel fundamental no reconhecimento da heparina pela AT 

(Schedin-Weiss et al., 2002). De fato, as interações mais importantes na interação 

entre a galactana 2-sulfatada, 3-ligada (1C4) e a AT são com os resíduos Arg129 e 

Lys125, cujos valores de energia de interação (Eint) com a galactana são de -

61,7kJ/mol e -72,6 kJ/mol, respectivamente. Tais interações da galactana diferem 

das Eint destes resíduos com a heparina, pois os valores de energias da última com 

a Arg129 e a Lys125 são de -27,4kJ/mol e -25,2 kJ/mol. Os resíduos Arg 47 e 

Lys114, que apresentam energia de interação elevada com o pentassacarídeo 

sintético (Verli e Guimarães, 2005), não contibuem na formação dos complexos 

galactana-AT e fucana-AT, o que corrobora a menor atividade anticoagulante destes 

compostos em relação ao pentassacarídeo sintético. 

As interações da fucana com a Lys125 e a Arg129, realizadas através de 

interações eletrostáticas com grupos sulfato, e com resíduos hidrofóbicos (Phe121, 

Phe122, Tyr131; Figura 13B), realizados com os grupos metila na posição C6, 

representam interações responsáveis pela conservação da orientação distinta da 

cadeia polissacarídica da fucana na complexação à AT em relação à galactana. 

Enquanto a manutenção da orientação da galactana na complexação à AT pode ser 

exemplificada pela ausência destas interações hidrofóbicas e pela existência de 

interações com resíduos polares e básicos como Lys125, Arg129, Arg132, Lys136 e 

Lys275 (Figura13A), o que sugere que as interações eletrostáticas predominem na 

sua complexação à AT.  
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A B 

Figura 13. Interações da galactana (A) e da fucana (B) com aminoácidos da AT. 

De fato, algumas interações devem ser mantidas para estabilizar os complexos 

galactana-AT e fucana-AT. Para que tal manutenção ocorra em cada complexo, os 

grupos de átomos dos polissacarídeos, bem como os aminoácidos envolvidos nas 

interações, são distintos (Figura 13), embora as energias de interação dos 

complexos formados sejam estatisticamente semelhantes (Eint= -635.4±93.3 kJ.mol-1 

para galactana-AT e Eint= -758.0±85.2 kJ.mol-1 para fucana-AT). Logo, apesar da 

semelhança conformacional da galactana e fucana, mesmo complexadas à AT 

(Tabela 3), a interação de tais polissacarídeos com as cadeias laterais dos 

aminoácidos da proteína, bem como a orientação destes resíduos na formação dos 

complexos são diferentes, explicando, portanto, as orientações distintas da 

galactana e fucana na complexação à AT.  
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Tabela 3: Ângulos de diedro médios das ligações glicosídicas dos decassacarídeos 

de galactana e fucana 2-sulfatadas, livres em solução ou complexados à AT.  

Diedro médio (o) 

Galactana sulfatada 1C4 Fucana sulfatada 1C4 
Ângulo de 

diedro 
Livre Complexo Livre Complexo 

Φ -104 ± 14 -100 ± 11 -104 ± 15 -98 ± 12 

Ψ -107 ± 15 -105 ± 12 -121 ± 15 -114 ± 11 

 

As simulações DM mostraram, ainda, a acomodação da galactana e da fucana 

na interação com a AT sem, contudo, haver mudaças significativas nas suas 

conformações globais (Tabela 3; Figura 14), reforçando assim a importância da DM 

para o refinamento e a descrição de complexos obtidos por cálculos de docking. 

 

 
A B 

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

5.2ns (azul) de simulação de DM. A AT está na mesma orientação em A e em B. 

 

Assim, os processos de docking permitiram caracterizar a conformação da 

galactana e da fucana quando complexadas à AT e explicar, após refinamento por 

simulações de DM, as diferenças nas atividades anticoagulantes das mesmas.  
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5.2 Estrutura de glicosilação da AT 

As glicoproteínas estão amplamente distribuídas na natureza e ocorrem em 

todos os compartimentos celulares. As estruturas glicosídicas apresentam papel 

fundamental na modulação da interação de uma proteína com seu meio circundante, 

influenciando suas atividades e destinos biológicos. Estas também estão envolvidas 

no enovelamento correto de proteínas, controle de qualidade, seleção e transporte 

(Helenius e Aebi, 2001). Apresentam particular importância na superfície das 

células, onde regulam processos críticos fundamentais na comunicação intercelular, 

como interações célula-célula e célula-matriz extracelular, proliferação celular e 

infecção (Helenius e Aebi, 2001). O papel biológico dos oligossacarídeos distingue 

as proteínas que são cruciais para o funcionamento e desenvolvimento de um 

organismo, pois estão envolvidos na mediação do reconhecimento específico ou na 

modulação de processos biológicos (Varki, 1993). Em função da enorme importância 

das estruturas de glicosilação das proteínas para as suas atividades biológicas, 

surge a necessidade do estudo da estrutura e conformação da parte sacarídica de 

glicoproteínas. 

Existem informações importantes acerca da estrutura e função da AT, seja de 

origem cristalográfica (McCoy et al., 2003), seja bioquímica (Franzén et al., 1980; 

Turk et al., 1997; Demelbauer et al., 2005). Contudo, embora já esteja descrita a 

importância da glicosilação da AT para as suas propriedades hemostáticas (McCoy 

et al., 2003), pouca informação estrutural está disponível acerca de sua forma 

completa, glicoprotéica. A única fonte de informação neste sentido é cristalográfica 

(McCoy et al., 2003), e não elucida o papel da glicosilação na modulação das 

propriedades anticoagulantes da AT. Adicionalmente, carboidratos podem ser 

particularmente sensíveis a efeitos de empacotamento cristalino, o que pode 

comprometer o uso da conformação cristalográfica na interpretação dos aspectos 

estruturais de suas funções hemostáticas. 

Nosso grupo demonstrou previamente a aplicação de simulações de DM na 

descrição da ativação da AT pelo pentassacarídeo sintético (Verli e Guimarães, 

2005). Contudo, à época, a inclusão da descrição de informações estruturais acerca 

do padrão de glicosilação da AT humana apresentava dificuldades metodológicas, 

além de demandar um elevado custo computacional. A partir da determinação da 

estrutura cristalográfica 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 próximo possível das observadas no plasma. Neste processo, a 

primeira etapa envolve a determinação da conformação da parte glicosídica da AT 

em solução, confrontando-a aos dados cristalográficos. A partir dos dados obtidos, 

será possível em um segundo momento, avaliar o papel desta estrutura de 

glicosilação na conformação da AT e no seu reconhecimento pela heparina. 

Para esta primeira etapa do trabalho, a estratégia escolhida envolveu a 

geração de mapas de contorno para os dissacarídeos da estrutura de glicosilação, 

seguido de simulações de DM dos mesmos para avaliar a influência do solvente na 

conformação das ligações glicosídicas. Por fim, foram realizadas simulações de DM 

da estrutura de glicosilação completa, bem como a comparação das estruturas finais 

com a conformação cristalográfica da parte glicosídica nos cristais da AT. 

5.2.1 Descrição das ligações glicosídicas da estrutura de glicosilação da AT  

O método utilizado para acessar o espaço conformacional de unidades 

dissacarídicas foi a construção de mapas de contorno tipo Ramachandran, 

relacionando a energia de cada conformação aos ângulos de torsão φ, ψ e ω das 

ligações glicosídicas (Figuras 11 e 15). A conformação dos monossacaríeos foi 

mantida como 4C1, conforme estruturas cristalográficas (PDB IDs 1E03, 1E04 e 

1E05). De fato, hexopiranoses na forma 4C1 são preferidas, pois apresentam os 

susbstituintes na posição equatorial, enquanto que na forma 1C4 os substituintes 

estão na posição axial (Pèrez et al., 1996). Conformações onde os grupos hidroxila 

estão em orientações equatoriais são preferenciais, pois apresentariam menor 

interferência com o solvente em comparação com grupos em posição axial (Uedaira 

et al., 2001).  

Os mapas de contorno permitiram a descrição gráfica das mudanças de 

energia como uma função da orientação relativa dos monossacarídeos e apontaram 

a conformação do mínimo de energia, as rotas de interconversão entre os 

confôrmeros e a altura das barreiras de transição. Para a estrutura de glicosilação, 

os mapas indicaram que cada ligação glicosídica apresenta duas conformações 

preferenciais, exceto pelas ligações glicosídicas dos dissacarídeos Manα(1→6)Man 

e Manα(1→3)Man, para os quais observam-se mais de duas regiões de mínimo de 

energia. A presença de substituintes volumosos no dissacarídeo Siaβ(2→6)Gal 

parece ainda, diminuir a flexibilidade da ligação glicosídica devido a efeitos de 

interferência estérica intramolecular. 
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Figura 15. Ângulos de diedro da estrutura glicosídica da AT analisados. As letras 

representam os dissacarídeos estudados: GlcNAcβ(1→4)GlcNAc (A), 

Manβ(1→4)GlcNAc (B), Manα(1→6)Man (C, D), Manα(1→2)GlcNAc (E), 

Galβ(1→4)Man  (F), Siaβ(2→6)Gal (G, H), Manα(1→3)Man (I). Os ângulos de diedro 

φ (vermelho), ψ (verde) e ω (laranja) definem a ligação glicosídica de cada ligação 

glicosídica. 

A presença de moléculas de solvente é crucial para a determinação da 

estrutura tridimensional de carboidratos, dada sua alta polaridade e sua habilidade 

de realizar interações por ligações de hidrogênio (Item 5.1.2). Neste contexto, de 

forma a incluir moléculas de solvente explícito para avaliar sua influência na 

caracterização da conformação das ligações glicosídicas da estrutura de glicosilação 

da AT, foram realizadas simulações por DM dos dissacarídeos que constituem a 

ATg. Cada dissacarídeo foi construído utilizando-se a conformação correspondente 

à região de mínimo de energia dos respectivos mapas de contorno. Para mapas de 

contorno com mais de uma região de mínimo de energia, a geometria do 

dissacarídeo foi determinada pela escolha da conformação correspondente ao 

centro da região de mínimo de energia nos respectivos mapas tal que sua 

orientação fosse similar à observada na estrutura cristalográfica da AT. De fato, os 

resultados obtidos indicaram a ausência da influência do solvente na determinação 

da conformação da maioria dos dissacarídeos, pois exceto pelas geometrias obtidas 

para as ligações glicosídicas dos dissacarídeos Manα(1→6)Man e Siaα(2→6)Gal, as 

médias obtidas para os demais dissacarídeos estão de acordo com os valores 

previstos pelos mapas de contorno.  
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No caso do dissacarídeo Siaα(2→6)Gal em solução aquosa, a diferença 

observada em relação à geometria no mapa de contorno pode ser devido à redução 

da interferência estérica causada pelo grupamento carboxila na posição C2 do 

resíduo de ácido siálico e pela maior flexibilidade deste dissacarídeo em solução 

aquosa, pois, assim como o dissacarídeo Manα(1→6)Man, sua conformação é 

determinada por três ângulos de diedro (φ, ψ e ω). O aspecto mais importante 

observado durante as simulações realizadas refere-se ao ângulo ω do dissacarídeo 

Manα(1→6)Man, que adota três conformações principais: 180°, +60° e 90°. Tal 

observação é de grande relevância, já que este ângulo têm sido descrito como o 

dissacarídeo responsável por determinar a conformação global de oligossacarídeos 

N-ligados (Qasba et al., 1997). 

5.2.2 Descrição da estrutura de glicosilação da AT 

A elucidação da conformação da ATg é importante para a posterior descrição 

das estruturas completas da α-AT e β-AT, e para a caracterização das razões 

moleculares para o reconhecimento distinto destas isoformas de AT pela heparina. 

De forma a considerar as interações entre monossacarídeos não ligados 

covalentemente, mas próximos espacialmente, e em função da observação de que a 

geometria em torno da ligação glicosídica do dissacarídeo Manα(1→6)Man 

apresenta mais de uma conformação preferencial, três simulações de DM da 

estrutura de glicosilação da AT completa foram realizadas.  

A diferença entre os oligossacarídeos simulados consitiu na geometria inicial 

do ângulo ω de Manα(1→6)Man, cujos valores no início da simulação de DM foram 

de 180°, 60° ou -90°. As conformações obtidas em cada simulação, apresentaram 

uma forma globular, com ambos braços (Figura 4) voltados para o pentassacarídeo 

central da estrutura de glicosilação da AT. Apesar da forma globular semelhante, a 

conformação das ligações glicosídicas no braço 6 é distinta nas três estruturas, 

mostrando a influência do ângulo ω para a geometria das ligações glicosídicas deste 

braço. O ângulo ω, nas simulações em que seu valor inicial foi de +60° ou -90°, 

tende à conversão para valores próximos de 180o, indicando que transições entre as 

conformações preferenciais ocorrem facilmente (Figura 16).  

Estes dados estão de acordo com a proporção das conformações do ângulo ω 

no dissacarídeo Manα(1→6)Man, onde o valor 180o é majoritário e corresponde a 
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mais de 50% da população de conformações para este ângulo (Figura 16). 

Trabalhos anteriores confirmam os valores observados no presente trabalho para 

oligossacarídeos N-ligados do subtipo complexo e bi-antenial, de forma que o ângulo 

ω varia geralmente entre +60° e 180o neste subtipo (Brisson e Carver, 1983).  

 

 
Figura 16. Análise populacional do ângulo ω após simulações por DM do 

dissacarídeo Manα(1→6)Man. O ângulo ω no valor de 180° (verde) corresponde a 

52%; 60°(vermelho) corresponde a 31%; e 90° (preto) corresponde a 17%. Variação 

do ângulo ω do dissacarídeo Manα(1→6)Man ao longo de 10.000ps de simulação de 

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

 

As simulações de DM do oligossacarídeo mostraram ainda que a geometria de 

alguns dissacarídeos (Manα(1→6)Man e GlcNAcα(1→2)Man em ambos braços, 

Siaβ(2→6)Gal do braço 3 e Galβ(1→4) GlcNAc do braço 6) sofrem uma mudança 

em relação à observada nos dissacarídeos isoladamente (mapas de contorno e 

simulações de DM). Estas alterações incluem mudanças para a geometria 
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relacionada ao outro mínimo de energia previsto pelos respectivos mapas de 

contorno. Adicionalmente, ocorrem alterações no braço 3, pois dissacarídeos de 

mesma consituição em cada braço da estrutura oligossacarídica, como os 

dissacarídeos E, F e G,H (Figura 15), apresentam geometrias distintas. Tais 

resultados mostram não só a influência do ângulo ω de Manα(1→6)Man, mas da 

presença de outros resíduos, mesmo que não diretamente ligados, na conformação 

dos dissacarídeos. Assim, diferenças significativas nas preferências conformacionais 

dos ângulos de torsão das ligações glicosídicas são observadas pela presença ou 

ausência de outros monossacarídeos, indicando que diferentes monossacarídeos 

são capazes de influenciar a geometria das ligações glicosídicas.  

De acordo com os dados obtidos, mesmo monossacarídeos distantes podem 

influenciar a preferência conformacional de uma determinada ligação glicosídica, 

existindo portanto, uma interdependência entre as conformações preferidas da 

ligação glicosídica de cada dissacarídeo. Neste caso, como cada conformação é 

definida em função do ângulo ω do dissacarídeo Manα(1→6)Man, este parece ser o 

principal responsável pela determinação da conformação global deste 

oligossacarídeo. 

5.2.3 Contatos cristalográficos 

A aplicação de métodos de cristalografia e de RMN para o estudo de 

carboidratos apresenta alguns problemas associados à descrição da estrutura 3D e 

conformação dos mesmos e, geralmente, resultam em um único modelo 3D, o que 

dificulta a representação adequada das propriedades dinâmicas de tais compostos 

(Pèrez e Mulloy, 2005). Assim, a determinação de estruturas 3D de biomoléculas por 

RMN e por métodos de cristalografia de raios-X são áreas que se beneficiam 

diretamente da DM, pois esta possibilita a descrição dinâmica e, portanto, o 

refinamento do sistema em estudo (Karplus e Petsko, 1990).  

Trabalhos anteriores apontaram a existência de efeitos de empacotamento na 

determinação da estrutura de proteínas (Jacobson et al., 2002; Eyal et al., 2005; 

Rapp e Pollack, 2005). Esta inferência pode ser extendida para a conformação de 

polissacarídeos, já que a maioria dos contatos cristalográficos são formados por 

cadeias laterais de aminoácidos polares (Dasgupta et al., 1997), o que aumenta as 

possibilidades de interações com os oligossacarídeos. É importante observar que a 

conformação do oligossacarídeo no cristal é mantida por uma série de interações 
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por ligação de hidrogênio, interações eletrostáticas, de van der Waals e pontes 

salinas entre o oligossacarídeo e aminoácidos da AT compondo a unidade cristalina. 

Tais interações podem ser responsáveis pela distorção da estrutura glicosídica da 

AT no cristal.  

As simulações de DM nos permitiram observar mudanças nas propriedades 

conformacionais da estrutura de glicosilação da AT: a comparação da conformação 

da estrutura glicosídica da AT determinada por experimentos de cristalografia de 

raios-X (Códigos PDB: 1E03, 1E04 e 1E05) e por simulações de DM evidenciaram a 

existência de distorções na estrutura cristalográfica da AT e demonstraram a 

contribuição de interações cristalográficas que caracterizam a existência de efeitos 

de empacotamento, capazes de influenciar a conformação adotada pela estrutura 

glicosídica da AT no meio cristalográfico. Existe assim, uma influência mútua entre 

proteína-oligossacarídeo que leva a alteração da flexibilidade e da conformação de 

cada estrutura. 

5.3 Simulações por DM na caracterização da estrutura e conformação 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 interação entre os 

mesmos, principalmente através de simulações por DM. A elucidação da estrutura 

tridimensional, bem como das propriedades dinâmicas de oligossacarídeos são pré-

requisitos para um melhor entendimento das bases moleculares de reconhecimento 

das proteínas-alvo (Imberty e Pèrez, 2000) e do papel dos carboidratos em sistemas 

biológicos. As técnicas de MM, juntamente com métodos experimentais, auxiliam na 

determinação das conformações que podem influenciar o comportamento dos 

carboidratos (Ferro et al., 1995) e as simulações de DM permitem a caracterização 

dos carboidratos em seu ambiente natural, complementando técnicas experimentais 

(Verli e Guimarães, 2004). 

O uso de simulações por DM é indicado para o estudo de carboidratos em 

solução (Longhi et al., 2000). Contudo, existe a necessidade do desenvolvimento na 

parametrização dos campos de força para essa classe de macromoléculas, pois os 

métodos de DM apresentam uma série de dificuldades para a descrição 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 presença de grupos polares (grupos N- e O-sulfato), elevada flexibilidade, 

presença de anéis de 6 membros (adotam grande variedade de conformações) e as 

diferenças nas propriedades eletrônicas que podem ocorrer durante modificações 

conformacionais e configuracionais são características que influenciam fortemente a 

conformação de carboidratos (Longhi et al., 2000) e que dificultam a parametrização 

dos campos de força para estes compostos (Imberty et al., 1997; Pérez et al., 1998; 

Yui e Ogawa, 2005; Tschampel et al., 2006). Polissacarídeos formam a família mais 

abundante de biopolímeros e, assim, outro fator que dificulta o estudo de 

carboidratos por métodos de MM refere-se a sua diversidade estrutural, que varia 

desde simples homopolímeros lineares a heteropolímeros ramificados, em função da 

existência de um grande número de monômeros, os quais podem ser ligados entre 

si através de maneiras diversas (Pérez et al., 1996; Imberty e Pèrez, 2000). A 

simulação da interação de carboidratos com proteínas também apresenta obstáculos 

como baixa superfície de complementaridade e alta densidade de carga nas áreas 

de interação (Pérez et al., 1998).  

Angulo e colaboradores realizaram a simulação por DM da heparina (Angulo et 

al., 2003) utilizando o campo de força AMBER (Weiner et al., 1986), com a adição de 

modificações nos parâmetros desenvolvida para carboidratos, no GLYCAM93 

(Woods et al., 1995). Contudo, tal estudo não descreveu o polissacarídeo em termos 

de sua geometria, isto é, ligação glicosídica ao longo da cadeia polissacarídica 

(Ernst et al., 1998; Mulloy e Forster, 2000). 

Objetivando contornar as dificuldades na simulação de carboidratos e 

possibilitar a descrição da conformação dos mesmos, nosso grupo já realizou a 

parametrização de simulações por DM para carboidratos utilizando uma metodologia 

mais simples (Verli e Guimarães, 2004; Becker et al., 2005, Verli e Guimarães 2005). 

Tais parâmetros incluem a geração de cargas atômicas e definição de ângulos de 

diedro para manutenção da conformação de anéis de 6 membros, bem como de 

ângulos de diedro para a descrição das ligações glicosídicas. Esta metodologia 

permitiu a representação adequada da estrutura da heparina em solução aquosa, no 

GROMACS (Berendsen et al., 1995; van der Spoel et al., 2004), um campo de força 

não específico para carboidratos. Este pacote/campo de força é gratuito e veloz, o 

que é essencial para a redução dos custos computacionais associados 

principalmente ao tempo da simulação de sistemas moleculares maiores, como os 

complexos galactana-AT e fucana- AT.  
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Através destes protocolos foram geradas cargas atômicas através do esquema 

de cargas de Löwdin, para os resíduos da heparina (IdoA, GlcA e GlcN; Verli e 

Guimarães, 2004; Becker et al., 2005), para os monossacarídeos da galactana e 

fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas, para os resíduos da estrutura de glicosilação da AT 

(Gal, Man, Sia e GlcNAg) e para os monossacarídeos constituintes do 

exopolissacarídeo produzido pela bactéria Burkholderia tropica (Rha2Ac, Rha, Glcp; 

Reis et al., 2004; Serrato et al., 2006). Estes resíduos foram divididos em grupos de 

cargas, de forma que as cargas atômicas calculadas possam ser aplicadas para 

diferentes resíduos de carboidratos e campos de força (Tabela 4).  

Entender a conformação dos carboidratos e a sua interação em nível molecular 

com os componentes do sistema fisiológico é essencial para o entendimento dos 

processos biológicos no quais estas macromoléculas estão envolvidas. Em função 

das dificuldades em resolver estruturas glicosídicas por métodos de cristalografia de 

raios-X, bem como por experimentos de ressonância magnética nuclear (RMN), que 

sugerem apenas uma conformação que é a média de uma população de 

conformações, as simulações por dinâmica molecular (DM) são uma ferramenta 

essencial na determinação das conformações acessíveis de oligossacarídeos. 

Assim, a bioinformática estrutural e a MM apresentam importante papel em 

processar a grande quantidade de dados acerca de caboidratos, gerando 

informações biológicas relevantes e/ou complementares aos dados pré-existentes.  

 

Tabela 4: Representação esquemática das cargas atômicas parciais parametrizadas 

para os resíduos da heparina (IdoA, GlcA e GlcN), para resíduos da estrutura 

glicosídica da AT (Man, Gal, Sia e GlcNAg), para resíduos da galactana e fucana 

(Gal e Fuc 2-sulfato) e para resíduos do EPS (Rha2Ac, Rha, Glcp), no campo de 

força GROMACS. 

Monossacarídeo Abreviatura Estrutura e grupos de cargaa Referência

Ácido Idurônico 
2-sulfatado IdoA 

 

[1, 2] 
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Ácido Glicurônico GlcA 

 

[1, 2] 

Glicosamina 2,6-
disulfatado GlcN 

 

[1, 2] 

Ligação α1→4 ---- 

 

[1, 2] 

Galactose 
2-sulfato Gal2S 

 

[3] 
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Fucose 2-sulfato Fuc2S 

 

[3] 

Manose Man 

 

[4] 

Galactose Gal 

 

[4] 

Ácido Siálico Sia 

 

[4] 

N-acetil-
glicosamina GlcNAg 

 

[4] 
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Ligação α1→6 ---- 

 

[4] 

2-O-acetil-
ramnose Rha2Ac 

 

[5] 

Ramnose Rha 

 

[5] 

Glicose Glcp 

 

[5] 

aOs valores das cargas individuais estão apresentados apenas para grupos novos. Grupos repetidos aparecem 

demarcados, sem os valores de cargas. 

[1] Verli e Guimarães, 2004; [2] Becker et al., 2005; [3] Becker et al., 2007a; [4] Becker et al., 2007b; [5] 

resultados não publicados. 
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6 Conclusões 
 

A partir dos objetivos traçados, o presente trabalho permitiu: 

¾ Construção de mapas de contorno para descrever a conformação das 

ligações glicosídicas da galactana e da fucana 2-sulfatadas, 3-ligadas; 

¾ Descrição do comportamento conformacional da galactana e fucana 

sulfatadas em solução aquosa; 

¾ Proposição, por métodos de docking e DM, dos complexos galactana-AT 

e fucana-AT; 

¾ Análise quantitativa da contribuição de cada resíduo de aminoácido para 

a formação dos complexos galactana-AT e fucana-AT; 

¾ Através da orientação da galactana e da fucana quando complexadas à 

AT, foi proposta uma explicação para as diferenças nas suas atividades 

anticogulantes; 

¾ Construção de mapas de contorno para descrever a conformação das 

ligações glicosídicas da parte glicosídica da AT; 

¾ Caracterização e refinamento da conformação cristalográfica da parte 

glicosídica da AT por DM; 

¾ Observação da existência de distorções na estrutura cristalográfica da 

AT glicosilada, resultantes de efeitos de empacotamento. 

 

Globalmente, os resultados obtidos confirmam o potencial de ferramentas de 

MM no estudo de sistemas biológicos, particularmente na caracterização molecular 

das propriedades bioquímicas e farmacológicas de polissacarídeos. 
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7 Perspectivas 

Considerando-se os procedimentos de simulação do presente trabalho, assim 

como as informações obtidas acerca da estrutura glicosídica da AT, as seguintes 

perspectivas podem ser traçadas: 

¾ Avaliar o efeito da glicosilação na dinâmica da AT e na formação do 

complexo heparina-AT; 

¾ Caracterização da interação da galactana e fucana 2-sulfatadas, 3-

ligadas com a AT glicosilada; 

¾ Caracterização da complexação da galactana 2-sulfatada, 3-ligada e da 

fucana 2-sulfatada, 3-ligada com o fIIa e fXa; 

¾ Dado o fato de que a estrutura de glicosilação da AT e da trombina são 

iguais, avaliar o efeito da glicosilação na dinâmica da trombina e na 

formação de seu complexo com a AT. 
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9 Anexos 

Durante a realização desta dissertação tive a oportunidade de realizar 

colaborações com os grupos do Prof. Dr. Luís Maurício T. R. Lima, da Faculdade de 

Farmácia, UFRJ, acerca do refinamento da estrutura cristalográfica da trombina 

complexada a suramina e do Prof. Dr. Fábio Klampt, do Departamento de 

Bioquímica, UFRGS, acerca da descrição conformacional das formas oxidadas da 

proteína cofilina. Destas colaborações surgiram alguns trabalhos que estão em fase 

de finalização. 

9.1 Trabalho III 

 

Em preparação 

 

Refinement of the Thrombin-Suramin Complex by Molecular 
Dynamics Simulations 

 

Camila F. Becker, Hugo Verli, Luís Maurício T. R. Lima 

 

It has been progressively evidenced the influence of crystal environment on 

protein conformation(1) 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)a 

Lys87 -28.2 ± 22.6 

Pro92 -15.7 ± 3.3 

Arg93 -19.4 ± 12.9 

Arg101 -26.7 ± 11.2 

Lys107 -5.9 ± 8.0 

Lys236 -46.8 ± 18.2 

Trp237 -60.9 ± 13.4 

Lys240 -56.4 ± 24.4 

Asp243 -2.7 ± 4.0 

Gln244 -52.8 ± 6.6 

Phe245 -45.5 ± 10.4 

Glu247 -14.6 ± 11.9 

Total -492.0 ± 51.7 
a 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-Ser14I 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 

 
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 preparação 

 

Conformational description of cofilin oxidation state 
 

Camila F. Becker, Fábio Klamt, Hugo Verli 

 

O citoesqueleto de actina apresenta papel essencial em muitos processos 

celulares, tais como citocinese, mudança na forma das células, endocitose e 

exocitose. Todos estes processos são dependentes da correta organização espacial 

e temporal do citoesqueleto de actina, ou seja, regulação da des- e da 

polimerização. Esta reorganização no citoesqueleto é regulada por uma variedade 

de proteínas ligadoras de actina, as quais por sua vez são reguladas por estímulos 

externos como níveis de Ca2+, pH e fosforilação reversível (Pfannstiel et al., 2001; 

Pope et al., 2004).  

A cofilina pertence a uma família de proteínas ligadoras de actina e é capaz de 

ligar-se a actina e assim, realizar a despolimerização dos filamentos de actina 

através da aceleração da taxa de dissociação das subunidades (Pfannstiel et al., 

2001; Pope et al., 2004). Além disso, a cofilina é capaz de auto-associar-se, 

formando dímeros e oligômeros de cofilina através de ligações tiol-específicas. A 

cofilina parece existir em duas isoformas in vivo: monômeros exibindo atividade de 

separação e oligômeros exibindo atividade de indução do empacotamento da actina. 

Em células submetidas a estresse oxidativo, a cofilina está associada com 

empacotamento de actina e assim, extrapola-se que a cofilina possa apresentar a 

atividade de indução do empacotamento da actina in vivo (Pfannstiel et al., 2001). 

Como a dimerização da cofilina parece ser realizada através de pontes 

dissulfídicas, o objetivo deste trabalho é investigar a influência da oxidação dos 

resíduos de cisteína na estrutura da cofilina. Assim, a estrutura cristalográfica da 

cofilina humana utilizada está depositada sob o código PDB 1Q8G. A forma oxidada 

da cofilina foi obtida da estrutura 1Q8G, contendo as quatro cisteínas com o 

grupamento –SH oxidado à ácido sulfênico (-SOH). Ambas estruturas foram 

simuladas por DM (figura 1). 
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Figura 1. Estrutura da cofilina (1Q8G) e da cofilina oxidada após simulações de DM. 
 

 
Figura 2. DSSP dos resíduos de aminoácidos como função do tempo, da cofilina e 
da cofilina oxidada. 
 

 
Figura 3. RMSF como função dos números dos resíduos de aminoácidos e do 
tempo, para a cofilina e para a cofilina oxidada.  
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De forma a verificar a mobilidade relativa das diferentes regiões da cofilina, foi 

realizada a análise de RMSF como função do número do resíduo de aminoácido e 

do tempo (figura 3) para a cofilina e para a cofilina oxidada. Dos resíduos 30 a 60, a 

folha-β desfaz-se (figura 2) da cofilina normal para a oxidada, o que está de acordo 

com a maior flexibilidade desta região como demonstrado pelo gráfico de RMSF 

(figura 3). Nos resíduos em torno de 140-160, α-hélices transformam-se em voltas e 

alças (figura 2), as quais são mais flexíveis, como demonstrado através do RMSF 

(figura 3). As regiões mencionadas acima compreendem dois dos resíduos de 

cisteína oxidados (Cys 39 e Cys139). Assim, os resultados contribuem para 

demonstrar a desestabilização e o aumento da flexibilidade da estrutura da cofilina 

quando as cisteínas estão na forma oxidada. 
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9.3 Arquivos de simulações por DM 

São arquivos de entrada, que contém os parâmetros de simulações por DM, isto 

é, são arquivos .mdp que listam os parâmetros que controlarão o sistema molecular. 

Dentre outros, informam como a integração deve ser realizada, por quantos passos, 

qual a temperatura e a pressão, o tempo total da simulação ou etapa a ser simulada.  
 
Minimização de energia:  
 
; 
;       User spoel (236) 
;       Wed Nov  3 17:12:44 1993 
;       Input file 
; 
title               =  Yo 
cpp                 =  /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 
 
 
Termalização A: 
 
; 
;       User spoel (236) 
;       Wed Nov  3 17:12:44 1993 
;       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        =  yes 
pme_order           =  4 
ewald_rtol          =  1e-5 
; Berendsen temperature coupling is on in four groups 
Tcoupl              =  berendsen 
tc-grps             =  _2 SOL Na 
tau_t               =  0.1 0.1 0.1 
ref_t               =  50 50 50 
; 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             =  yes 
gen_temp            =   50.0 
gen_seed            =  173529 
 
 
Termalização B: 
 
; 
;       User spoel (236) 
;       Wed Nov  3 17:12:44 1993 
;       Input file 
; 
title               =  Yo 
cpp                 =  /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        =  yes 
pme_order           =  4 
ewald_rtol          =  1e-5 
; Berendsen temperature coupling is on in four groups 
Tcoupl              =  berendsen 
tc-grps             =  _2 SOL Na 
tau_t               =  0.1 0.1 0.1 
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 
 
 
Termalização C:  
 
; 
;       User spoel (236) 
;       Wed Nov  3 17:12:44 1993 
;       Input file 
; 
title               =  Yo 
cpp                 =  /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        =  yes 
pme_order           =  4 
ewald_rtol          =  1e-5 
; Berendsen temperature coupling is on in four groups 
Tcoupl              =  berendsen 
tc-grps             =  _2 SOL Na 
tau_t               =  0.1 0.1 0.1 
ref_t               =  100 100 100 
; 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             =  yes 
gen_temp            =  100.0 
gen_seed            =  173529 
 
 
Termalização D:  
 
; 
;       User spoel (236) 
;       Wed Nov  3 17:12:44 1993 
;       Input file 



 

 

118

; 
title               =  Yo 
cpp                 =  /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        =  yes 
pme_order           =  4 
ewald_rtol          =  1e-5 
; Berendsen temperature coupling is on in four groups 
Tcoupl              =  berendsen 
tc-grps             =  _2 SOL Na 
tau_t               =  0.1 0.1 0.1 
ref_t               =  150 150 150 
; 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             =  yes 
gen_temp            =  150.0 
gen_seed            =  173129 
 
 
Termalização E: 
 
; 
;       User spoel (236) 
;       Wed Nov  3 17:12:44 1993 
;       Input file 
; 
title               =  Yo 
cpp                 =  /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        =  yes 
pme_order           =  4 
ewald_rtol          =  1e-5 
; Berendsen temperature coupling is on in four groups 
Tcoupl              =  berendsen 
tc-grps             =  _2 SOL Na 
tau_t               =  0.1 0.1 0.1 
ref_t               =  200 200 200 
; 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             =  yes 
gen_temp            =  150.0 
gen_seed            =  173129 
 
 
Termalização F: 
 
; 
;       User spoel (236) 
;       Wed Nov  3 17:12:44 1993 
;       Input file 
; 
title               =  Yo 
cpp                 =  /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        =  yes 
pme_order           =  4 
ewald_rtol          =  1e-5 
; Berendsen temperature coupling is on in four groups 
Tcoupl              =  berendsen 
tc-grps             =  _2 SOL Na 
tau_t               =  0.1 0.1 0.1 
ref_t               =  200 200 200 
; Energy monitoring 
energygrps          =  _2 SOL Na 
; Isotropic pressure coupling is now on 
Pcoupl              =  berendsen 
Pcoupltype          = isotropic 
tau_p               =  0.5 
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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: 
 
; 
;       User spoel (236) 
;       Wed Nov  3 17:12:44 1993 
;       Input file 
; 
title               =  Yo 
cpp                 =  /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        =  yes 
pme_order           =  4 
ewald_rtol          =  1e-5 
; Berendsen temperature coupling is on in four groups 
Tcoupl              =  berendsen 
tc-grps             =  _2 SOL Na 
tau_t               =  0.1 0.1 0.1 
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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