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RESUMO

Sulfato de condroitina (CS) é um glicosaminoglicano (GAG) composto por unidades
dissacaridicas de N-acetilgalactosamina (GalNAc) e acido glicurdnico (GlIcA). Estes residuos
podem ser encontrados conectados através de ligacdes B1—3 e B1—4. Podem ainda ser
sulfatados nas posicdes 4 e 6 do residuo GalNAc e na posicdo 2 do GIcA. O CS atua
contribuindo para a resisténcia a tensdo em cartilagens, tenddes, ligamentos e na parede da
aorta. Por outro lado, sua forma supersulfatada (OSCS) foi identificada como contaminante
de heparinas comerciais, tendo sido relatada como causa de reag¢des adversas e mortes em
pacientes. Essa sulfatacdo quimica e especifica no OSCS, nas posicdes 2 e 3 do residuo
GIcA e 4 e 6 do GalNAc, cria novas formas moleculares e, possivelmente, estados
conformacionais, originando novos arcabougos para interacdo com receptores especificos,
de forma patoldgica. Nesse contexto, o presente trabalho tem por objetivo caracterizar a
influéncia da sulfatagdo na dindmica conformacional do OSCS, incluindo todos os possiveis
padrdes de sulfatacdo relatados na literatura. O protocolo utilizado inclui: 1) construcdo de
mapas de contorno relaxados para cada ligacdo glicosidica; 2) simulagBes por dindmica
molecular empregando o pacote GROMACS e o campo de forca GROMOS96 43al; 3)
andlise da influéncia da sulfatagdo na conformacdo dos OSCS estudados e sua potencial
relagdo a toxicidade observada clinicamente. Tais procedimentos nos permitiram caracterizar
ligacdo glicosidica $1—3 como apresentando maior rigidez no OSCS quando comparada ao
CS encontrado na natureza. Em contrapartida, a ligacao glicosidica B1—4 mostrou-se mais
flexivel no OSCS em relagdo ao CS natural, indicando que a sulfatacdo quimica é capaz de
interferir na dindmica do CS e, por conseguinte, nas formas disponiveis para interacdo com
macromoléculas biolégicas, o que potencialmente esta relacionado a sua toxicidade como

contaminante da heparina.



1 INTRODUCAO

1.1 A hemostasia e a cascata de coagulagao

A iniciacdo da coagulagdo ocorre normalmente como um resposta a injarias
mecanicas ou estimulos pro-inflamatérios, ou seja a perturbagées no endotélio vascular. Se
tratando de um dano fisico no endotélio vascular , hd uma exposicédo de elementos teciduais
no sub-endotélio, induzindo a ativacéo e acimulo de plaquetas no local do dano, processo
denominado tampao plaquetario (Jenny & Mann, 1998).Inicialmente, esse tampé&o fica solto,
mas nas condicfes usuais, consegue bloquear a perda de sangue se a abertura vascular for
pequena (Guyton e Hall, 2006).

Depois de ocorrido o inicio deste processo, a propagacao se dara através da acao
de complexos enziméticos pro-coagulantes estruturados com elementos de matriz sub-
endoteliais e na membrana de plaquetas (Jenny & Mann, 1998). Fazem parte deste
complexo, como elementos, serino-proteases (fXlla, fXla, fIXa, fXa, fVlla, trombina), co-
fatores protéicos ndo-enzimaticos (fator tecidual, fVilla, fVa, flll), ions de calcio e superficie
de membrana celular (Jenny & Mann, 1998).

A coagulacdo é assim, um processo complexo que requer varias etapas até
formagédo do coagulo. A primeira etapa da coagulacdo ocorre a partir da interagdo do fator
Vlla plasmatico com o fator tecidual (FT, Figura 1), ambos requerem um cofator nao-protéico
de superficies fosfolipidicas. Formam assim o Complexo Tenase Extrinseco, cuja atividade é
observada sobre os fatores I1X e X, gerando flXa e fXa (Figura 1). O fator IXa, por sua vez
também é responsavel pela ativacéo do fator X em Xa, na presenca de FL e de fVllla, com
0s quais forma o Complexo Tenase Intrinseco (Figura 1). O fator Xa, formado pela acao de
ambos os complexos, tem como fungdo a conversdo de protrombina em trombina na
presenca de cofatores FL e fVa, junto aos quais constitui o Complexo Protombinase (Figura
1) (Jenny & Mann, 1998).
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FIGURA 1. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA CASCATA DA COAGULACAO. OS PRECUSSORES
INATIVOS ESTAO APRESENTADOS EM LETRAS PRETAS (PROTROMBINA, V, VII, VIII, IX, X E XIlI),
ENQUANTO QUE AS PROTEINAS ATIVAS ESTAO APRESENTADAS EM VERMELHO (TROMBINA, Va, Vlla,
Vllla, 1Xa, Xa E Xllla). AS SETAS EM VERMELHO APRESENTAM ALCAS DE RETRO-ALIMENTACAO
POSITIVA DA TROMBINA, AS ALCAS PRETAS, VERDES E AZUIS REPRESENTAM AS VIAS DE ATIVACAO DE
FATORES DE COAGULAGCAO E AS ALCAS EM COR LARANJA DEMONSTRAM AS VIAS DE INIBICAO DAS

SERINO-PROTEINASES PELA ANTITROMBINA (Verli, 2005).

O controle e a regulacdo da coagulacdo envolvem trés moduladores fisiol6gicos
principais em humanos: proteina C, TFPI (tissue factor pathway inhibitor, inibidor da via do
fator tecidual) e antitrombina (AT; Jenny & Mann, 1998). Devido a importancia da AT no
presente estudo nos deteremos apenas nesta proteina para o controle e regulagcdo da
coagulagéo.

A AT é uma alfa-globulina capaz de inibir a maior parte das serino-proteases da
coagulacdo. Essa inibicdo ocorre principalmente sobre fator Xa e trombina (Olson et al.,
1997).A AT é o receptor-alvo da heparina e outros agentes coagulantes em casos de
hipercoagulopatias, como o tromboembolismo e trombose. Também pode ser alvo de

contaminantes de heparinas, como o Sulfato de condroitina (CS).



1.2 O uso de heparina como agente anticoagulante

A heparina foi o primeiro composto usado como anticoagulante e agente
antitrombético. Foi isolada em 1916 e comercializada para ser utilizada na pratica clinica ha
mais de 60 anos. E um polissacarideo sulfatado composto por residuos de &cido idurénico 2-
O-sulfato (IdoA), glicosamina 2-6-disulfato (GIcN) e acido glicurénico ndo sulfatado (GlcA)

unidos entre si por ligacdes 1—4 (Figura 2) (Nader et al., 2001).

CH OSO - COO- CH OSO CH OSO
COO-
OH
__O_ O_.
NHSO - NHSO,- 080O;- NHSO,-

glicosamina acido glicurénico glicosamina acido idurdnico glicosamina

FIGURA 2: REPRESENTAGAO DE UM PENTASSACARIDEO DE HEPARINA, COMPOSTO POR RESIDUOS DE
ACIDO URONICO (ACIDO GLICURONICO, GLCA, E ACIDO IDURONICO, IDOA) E GLICOSAMINA (GLCN)
(Nader et al., 2001).

A propriedade anticoagulante da heparina é inexistente quando a mesma se
encontra sozinha, contudo quando se combina com a AT forma um complexo ternério que
acelera a inibicdo da trombina, assim como de serino-proteases principalmente o fXa. E
importante ressaltar que a inibicdo da trombina pela AT é acelerada mais de mil vezes na
presenca de heparina. A heparina também € capaz de potencializar o efeito de outra serpina
chamada Cofator de Heparina Il, esta realiza efeito de inibicdo apenas na trombina (Nader et
al., 2001).Assim, em presenca de heparina, a remo¢do da trombina livre do sangue
circulante pela AT é quase instantdnea. As outras serino-proteases que podem sofrer
inibicdo sdo os fatores XlI, Xl, X e IX ativados (Guyton e Hall, 2006).

A AT se encontra na corrente sanguinea em uma moderadamente ativa, contudo
guando um co-fator terapéutico como a heparina se liga a AT ocorre a inibicdo da trombina
ou do fXa por dois mecanismos distintos. O primeiro mecanismo pelo qual a heparina é
capaz de modular a atividade da AT, € chamado de “ponte”, onde ocorre a formagao do
complexo ternério AT-trombina-heparina (Figura 3). As interacdes eletrostaticas entre grupos
carregados negativamente dos sulfatos da heparina e residuos de aminoacidos carregados
positivamente na AT e nas proteases sdo responsaveis por este mecanismo (Becker, 2007).
E importante ressaltar que esse mecanismo é dependente do tamanho da cadeia
polissacaridica, uma estrutura de 18 unidades monossacaridicas é a menor estrutura com
capacidade de inativar a trombina.

O segundo mecanismo consiste na ativagcdo da AT atravées de mudancas

conformacionais nesta quando ligada a heparina, ocorrendo assim a inibicdo do fXa (Figura



3). Novamente esse segundo mecanismo € dependente de no minimo um sequéncia de 5
unidades monossacaridicas para que ocorra a ativacéo alostérica na AT e assim inducdes

conformacionais necessarias para a inibigdo do fXa (Becker, 2007).

Mecanismo baseado em
mudanga conformacional

Mecanismo de Ponte

Antitrombina Trombina

Heparina - Pentassacarideo
N sintético

Complexo covalente
serpina-prolease

FIGURA 3:INIBICAO DA TROMBINA E fXa NA PRESENCA DE AT E HEPARINA. DOIS MECANISMOS ESTAO
ILUSTRADOS, SENDO UM MECANISMO ENVOLVENDO A SIMPLES LIGAGAO DA SERPINA A PROTEINASE
PELA HEPARINA (PONTE), E UM MECANISMO BASEADO NA INDUGAO DE MUDANGA CONFORMACIONAL
NA AT PELA HEPARINA. AMBOS OS MECANISMOS RESULTAM EM UMA POTENCIAGCAO DA ATIVIDADE
ANTICOAGULANTE DA AT, EMBORA DIFERENGAS NO TAMANHO DA CADEIA POLISSACARIDICA NA
HEPARINA INFLUENCIAM NA RESPOSTAS DESTES MECANISMOS (Becker, 2007).

Assim, o tamanho da cadeia polissacaridica na heparina é relevante, visto que, é
fundamental para o desenvolvimento de co-fatores terapéuticos com menor tamanho e uma
promissora estratégia terapéutica para inibidores seletivos do fXa. Exemplos desses co-
fatores podem se as Heparinas de Baixo Peso Molecular (HBPM) que contém a mesma
estrutura da heparina, contudo, o niumero de unidades monossacaridicas reduzidas. O uso
terapéutico dessas unidades dissacaridicas iniciou-se na década de 1980, obtidos através da
fragmentag&o de heparina convencional (Nader et al., 2001).

Recentemente, certos lotes de heparina apresentaram efeitos adversos, reacdes
alérgicas e em alguns casos até morte de pacientes, sendo esses retirado do mercado e
proibidos de serem usados na terapéutica. Analisando as potenciais causas desses efeitos,
descobriu-se que o contaminante responsavel era o sulfato de condroitina supersulfatado
(OSCS), que é um polissacarideo composto por unidades dissacaridicas repetitivas de GIcA

ligado B1 — 3 a GalNAc, ou GalNAc ligado 1 — 4 a GIcA (Guerrini et al., 2008). Devido ao



ndo entendimento da atividade coagulante e os efeitos toxicos desse contaminante, esses
compostos tem sido alvo de varios estudos bioquimicos, quimicos e, no caso deste trabalho,

conformacionais relacionando a sulfatagdo com a toxicidade dessa molécula.

1.3 Sulfato de condroitina supersulfatado como contaminante de heparinas

O sulfato de condroitina (CS) é um glicosaminoglicano composto por unidades
dissacaridicas de GalNAc e GIcA. E encontrado em duas formas especificas de ligagio
glicosidica (B1 — 3 e f1 — 4), onde GIcA liga GalNAc através da ligacao glicosidica 1 — 3
e GalNAc liga GIcA através da ligacao glicosidica Bl — 4. Esse glicosaminoglicano pode
ser sulfatado nas posi¢des 4 e 6 do GalNAc e na posigdo 2 do GIcA (Figura 4) (Volpi N.,
2006).

FIGURA 4: REPRESENTACAO BIDIMENSIONAL E TRIDIMENSIONAL DO CS, SULFATADO EM TODAS AS
POSICOES DESCRITAS BIOLOGICAMENTE. A ESQUERDA A LIGAGAO GLICOSIDICA 31—3 E A DIREITA A

LIGAGAO GLICOSIDICA 31—4.

O CS é encontrado biologicamente contribuindo para resisténcia a tensdo em
cartilagens, tenddes, ligamentos e parede da aorta. S&0 conhecidos biologicamente 8
compostos, com diferengcas apenas no grau de sulfatacdo, ou seja, os sulfatos diferem nas

posicdes possiveis de sulfatagdo dos compostos (Figura 5) (Nelson & Cox,. 2006).
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FIGURA 5: CS ENCONTRADOS NA NATUREZA, DIVIDOS POR LIGACAO GLICOSIDICA.

O sulfato de condroitina supersulfatado (OSCS) da mesma forma que o CS é um

glicosaminoglicano formado por unidades dissacaridicas de GalNAc e GIcA. As ligacdes

glicosidicas 1 — 3 e B1 — 4 ligam as unidades monossacaridicas, onde GIcA liga GalNAc

através de ligagao glicosidica B1 — 3 e GalNAc liga GIcA através de ligagao glicosidica 1 —

4. Por outro lado apresenta um padrao diferente de sulfatagdo no monossacarideo GIcA

guando comparado ao CS. O OSCS ¢ sulfatado quimicamente nas posicbes 4 e 6 do

GalNAc, contudo no GIcA, além da posicao 2 normal na molécula no CS, também é sulfatado

na posicédo 3 deste monossacarideo (Figura 6) (Maruyama et al., 1997).
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FIGURA 6: REPRESENTACAO BIDIMENSIONAL E TRIDIMENSIONAL DO OSCS, COM DESTAQUE PARA O
SULFATO NA POSICAO 3 DO GLCA. FRUTO DE SULFATACAO QUIMICA E ESPECIFICA. REPRESENTADA A

ESQUERDA A LIGAGAO GLICOSIDICA 31—3 E A DIREITA A LIGAGAO GLICOSIDICA 31—4.

Recentemente o OSCS foi encontrado como contaminante de heparinas e assim
associado a efeitos adversos, reacdes alérgicas e em alguns casos até morte de pacientes
gue utilizaram os lotes de heparina, com o OSCS como contaminante. Como a sulfatacdo
especifica nessa molécula é apenas quimica, sdo conhecidos 4 compostos que diferem
apenas no estado conformacional no anel do monossacarideo GIcA (Maruyama et al., 1997)
(Figura 7).

A sulfatacdo quimica e especifica na posicdo 3 do anel do GIcA no OSCS, causa
uma mudang¢a conformacional e estrutural de grande relevancia. No CS encontrado
biologicamente na posi¢do 3 temos uma hidroxila e assim o anel do GICA permanece na
conformacdo chamada ‘Ci na temperatura de 30° C(Figura 8, A). Entretanto, no OSCS, a
adicdo de um sulfato na posicdo 3 desse mesmo GIcA, torna-o com conformacéo
preferencial de anel na temperatura de 30° C chamada 'C, (Figura 8, B).Essa mudanca
conformacional pode ser explicada pela repulséo entre as cargas negativas dos grupamentos
sulfatos. Quando um ciclohexano sofre mudanca conformacional de ‘C, para 'C,em seu anel
ocorre mudanga conformacional nos ligantes do ciclo, onde ligantes que se encontravam em
posicdo axial passam para equatorial, assim como ligantes que eram equatorial passam para

axial (Maruyama et al., 1997) (Figura 8).
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FIGURA 7: OSCS JA DESCRITOS, DIVIDIDOS POR LIGAGAO GLICOSIDICA. DIFERENTE DO CS, 0s

OSCS DESCRITOS NAO SAO ENCONTRADOS NA NATUREZA.
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FIGURA 8: (A) GLCA2S-SULFATADO, 3-HIDROXILADO RESIDE NA CONFORMAGAO ‘Cy (B) GLCA2,3S-

SULFATADO RESIDE NA CONFORMAGAO 1C4(Maruyama etal., 1997).

A conformacgédo de 'c, adquirida pelo GIcA no OSCS tem uma grande relevancia
visto que, se torna similar ao residuo idurdnico sulfatado na posicao 2 encontrado em
moléculas de heparina (Figura 9)(Maruyama et al., 1997). Essa similaridade entre o OSCS e
a heparina, pode explicar o fato da dificuldade de andlise da presenca do OSCS como

contaminante de heparinas.
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FIGURA 9:COMPARACAO ENTRE O RESIDUO IDOA DE HEPARINA E O RESIDUO GLCA DO OSCS.

Essa mudanc¢a conformacional, devido a sulfatacdo, que ocorre na molécula do
OSCS corresponde a um substancial aumento na atividade como anti-fator lla e assim um
aumento na atividade anticoagulante. Contudo, apesar da similaridade com a molécula de
heparina, devido ao residuo glicurdnico, ndo apresenta aumento na atividade como anti-fator
Xa. Isso nos demonstra que o OSCS, apresenta atividade como anti-fator lla e a ndo como
anti-fator Xa, diferente da heparina que possui atividade como anti-fator lla e anti-fator Xa.
Essas situac6es podem ser explicadas pelas diferentes proteases inibidoras do flla e do fXa,
ja que o flla pode ser inibido pela AT ou pela cofator de heparina Il (HCII), enquanto o fXa é
apenas inibido pela AT. AT é conhecida por apenas se ligar a uma seqiéncia especifica de
um pentassacarideo de heparina, j& o HCII se liga com menos especificidade a heparina.
Isso nos demonstra que a atividade como anti-fator lla do OSCS, é mediada pelo HCII
(Maruyama et al., 1997).

Por outro lado o fato de OSCS néo apresentar atividade anti-fator Xa nao significa
gue o mesmo nao se ligue na AT. A heparina se liga a AT e é capaz de causar uma
mudanca conformacional necessaria para que a AT possa inibir o fXa, contudo, OSCS se
liga na AT em um sitio diferente da heparina, e essa ligagdo ndo é suficiente para causar a
mudanca conformacional necessaria na AT para que a mesma possa inibir o fXa. Isso nos
explica o porque do OSCS falhar na inibicdo do fXa mediado por AT (Li et al., 2009).

Dessa forma, a descoberta da influéncia da sulfatacdo na conformacéo do CS e do
OSCS e sua relagcao com a toxicidade, ou atividade bioldgica ainda é alvo de estudos para o

desenvolvimento de farmacos anticoagulantes, melhores, seguros e eficazes.
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1.4 Nomenclatura da conformacao de carboidratos

A conformacdo de carboidratos € usualmente descrita de acordo com as
recomendacfes da IUPAC (IUPAC-IUB, 1996). Estas recomendacdes seguem a seguinte
regra: o arranjo espacial dos atomos de carbono no anel do monossacarideo na forma
ciclica, pode ser indicado com letra mailscula em itdlico e por numeros que indicam as
possiveis variantes conformacionais desse monossacarideo. As letras que podem ser
utilizadas para descri¢do das formas dos anéis nos monossacarideos séo:

a) Anéis de 05 membros:
e E, utilizada para a conformacéo envelope;
e T, utilizada para a conformacao torcida (twist).
b) Anéis de 06 membros:
e C, utilizada para a conformacé&o de cadeira (Figura 10);
e B, utilizada para a conformacéo de bote;
e S, utilizada para a conformacao de bote-torcido (skew-boat)(Figura 10);
e H, utilizada para a conformacgéo de meia-cadeira (half-chair);

e E, utilizada para a conformacéo de envelope.

FIGURA 10: GLOBO CONFORMACIONAL DO CICLO HEXANO (ADAPTADO DE CREMER & SzZABO, 1995).
AS FORMAS DE BOTE TORCIDO ESTAO APRESENTADAS EM VERDES, ENQUANTO QUE AS DUAS

POSSIVEIS DE CADEIRA ESTAO MARCADAS EM VERMELHO.

As variantes possiveis séo distinguidas por 4 atomos do anel do que se encontram
em um mesmo plano. O atomo de carbono que se encontra sobre este plano devera vir
sobrescrito antes da letra mailscula, enquanto que o 4&tomo de carbono que se encontra
abaixo deste plano devera vir subscrito apds a letra mailscula (Figura 11). Quando se trata
de heteroatomos (O, S) devera ser indicado pelos seus proprios simbolos, como exemplo, o
residuo idurdnico de heparinas onde pode adotar a conformacao ’S, 0'S corresponde ao
bote torcido, enquanto que o nimero 2 ao carbono do anel que esta sobre o plano e a letra O

corresponde ao oxigénio do anel que se encontra abaixo do plano.
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FIGURA 11: REPRESENTACAO DA NOMENCLATURA EMPREGADA NA DEFINICAO CONFORMACIONAL DE
CARBOIDRATAOS, EMPREGANDO COMO EXEMPLO O RESIDUO GLCA DO OSCS. EM VERMELHO, 0OS 4
ATOMOS DE CARBONO QUE SE ENCONTRAM NO MESMO PLANO. ESTAO AINDA DESTACADOS OS

ATOMOS LOCALIZADOS ACIMA E ABAIXO DESTE PLANO.

1.5 O uso de ferramentas computacionais de dinamica molecular para o
estudo conformacional de biomoléculas

O termo preciso para definicdo de bioinformética, ainda € um ponto de muita
discussdo. Alguns pesquisadores definem bioinformatica somente como o desenvolvimento
de bancos de dados, para podermos armazenar e manipular a informacéo genética. Outros
definem como tudo que engloba a biologia computacional. Baseado na literatura cientifica
bioinformética pode ser definida como o estudo de dois fluxos de informac¢es na biologia
molecular. O primeiro € baseado na transferéncia de informacéo, incluindo a organizacdo e
controle dos genes na sequéncia de DNA, a identificacdo da transcricdo de unidades de
DNA, a predicao da estrutura protéica a partir da sequéncia de DNA e analise de sua funcao
molecular. O segundo fluxo de informacéo € baseado no método cientifico: Cria-se hipdteses
sobre atividade biolégica, desenvolve-se experimentos para testar essa hipotese, avalia-se
os dados resultantes baseado na compatibilidade com as hipbteses e estende-se ou
modifica-se as hip6teses em respostas aos dados obtidos. Assim a segunda classe de
definicdo da bioinformatica, baseada nesse protocolo é a inclusdo de sistemas que geram
hip6teses, desenvolvimento de experimentos, armazenamento e organizacdo dos dados
obtidos em uma base de dados, testes de compatibilidade com esses modelos e modificacdo
das hipéteses (Bourne e Weissig, 2003).

O grande interesse na bioinformatica tem sido impulsionada pelo surgimento de
técnicas experimentais que geram grande volumes de dados, com grandes possibilidades de
estudo com ferramentas computacionais. O rapido aumento do numero de estruturas
macromoleculares tridimensionais em base de dados como o Protein Data Bank (PDB),
gerou uma necessidade de criagdo de uma subéarea na bioinformatica, a bioinformética

estrutural. Bioinformética estrutural € uma subdisciplina que foca na representacao,
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armazenamento, recuperacdo, analise e visualizacdo estrutural em nivel atébmico e
subcelular (Bourne e Weissig, 2003).

A bioinformatica estrutural também ¢é divida em dois objetivos: a criacdo de
métodos de uso geral para a manipulacéo de informacéo sobre macromoléculas bioldgicas, e
aplicagdo desses métodos para a resolucdo de problemas biologicos (Bourne e Weissig,
2003). Dentro da aplicagédo de métodos para resolucéo de problemas biolégicos, temos como
exemplo a dindmica molecular (DM), onde no presente trabalho utilizamos para o estudo da
conformacéao de biomoléculas.

O método de dindmica molecular (DM) é baseado na equacdo de movimento da
segunda lei de Newton, Fi=m;.a;. A trajetoria é obtida resolvendo a integracdo da equacao
da segunda lei de Newton, onde a; é aceleracdo sobre o atomoi, a massa “m;” corresponde a
massa do atomo i e a forga “F;” sobre o atomo i (Leach, 2001). Aplica-se essa equacgéo a
todos os atomos do sistema e assim poderemos ter um conjunto de coordenadas, para o
sistema em estudo, que pode representar por exemplo as mudancas conformacionais de
biomoléculas em solugao aquosa.

A definicdo de parametros, como as energias de estiramento de ligacdo e a
distor¢éo do angulo de ligacdo de uma molécula na dindmica molecular, quando comparadas
com sua conformacdo n&o tencionada, é realizada por um conjunto de fung¢des de
energia(Figura 12). Assim definimos campo de forca como um conjunto de fungbes e

parametriza¢do usado em calculos de dindmica molecular (Sant’Anna, 2002).

*(13 T(1):A ) [33“(7(/)/ u)] [®'( r(1):4 11]

I‘--‘
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FIGURA 12: FUNCOES DE ENERGIA QUE COMPOEM O CAMPO DE FORCA GROMOS96. As FUNCOES
FISICAS (PHYS, 1), QUE DESCREVEM INTERAGCOES INTERATOMICAS, DIVIDEM-SE EM FUNGOES QUE

DESCREVEM INTERAGOES LIGADAS (BONDED, 2) E NAO LIGADAS (NONBONDED, 3). AS PRIMEIRAS
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DIVIDEM-SE EM EQUACOES QUE DESCREVEM 4 O ESTIRAMENTO DE LIGACOES QUIMICAS, 5 ANGULOS
DE LIGACAO, 6 DIEDROS IMPROPRIOS E 7 DIEDROS PROPRIOS; ENQUANTO AS ULTIMAS DESCREVEM
INTERACOES INTERMOLECULARES DO TIPO 8 INTERACOES DE LENNARD-JONES E 9 INTERACOES DE

CARGA (BASEADO EM SCOTT ET AL.,1999).

A confiabilidade da predicdo de dindmica molecular, basicamente depende de dois
fatores. O primeiro, a precisdo do modelo molecular e do campo de forca e o segundo a
busca do espaco conformacional durante a dindmica molecular com espaco suficientemente
necessario para descrever as possiveis conformacdes do sistema (van Gunsteren e
Berendsen, 1990). O teste final para estimar a precisdo do modelo deve ser realizado
quando possivel com a comparacdo com dados experimentais. Utiliza-se os conférmeros
com maior populagdo na dindmica molecular, e o compara-se com conférmeros ja descritos

na literatura.
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2 OBJETIVOS

A partir do exposto, o presente trabalho tem como objetivo caracterizar a influéncia
dos padrbes de sulfatacbes nas conformacfes adotadas pelo CS e OSCS em solucao
aquosa. Para tanto, os objetivos especificos seguintes forma tracados:

e Construcdo de mapas de contorno relaxados para todas as possiveis ligacbes
glicosidicas encontradas no CS e no OSCS;

e Uso de DM no refinamento das geometrias de menor energia obtidas nos mapas de
contorno;

e Caracterizacdo do papel da sulfatacdo no perfil conformacional de CS e OSCS ¢, a
partir destas informacdes, buscar identificar potenciais relacdes destas com a

toxicidade ou a atividade bioldgica dos compostos estudados.
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3 METODOLOGIA

A realizacdo deste trabalho seguiu a abordagem de construcdo de estruturas
glicosidicas previamente desenvolvidas em nosso grupo de pesquisas (Verli e Guimaraes,
2004; Verli e Guimaraes, 2005; Becker et al., 2005; Pol-Fachin e Verli, 2008; Fernandes et

al., 2010), conforme ilustrado brevemente na Figura 13 e detalhado a seguir.

Anilise de o »

mudancas
estruturais e
conformacionaise = °
arelagdo destas
com a sulfatagdo.

¢

FIGURA 13: EXEMPLIFICAGAO DA METODOLOGIA UTILIZADA: A) CONSTRUGAO DE TOPOLOGIAS, B)
CONSTRUGAO DE MAPAS DE CONTORNO, C) DINAMICA MOLECULAR, D) ANALISE DOS RESULTADOS
(ADAPTADO POL-FACHIN E VERLI 2011).

3.1 Construcao das topologias

A nomenclatura e os simbolos utilizados seguiram recomendac¢éo proposta pela
IUPAC(IUPAC, 1996). A ligacdo glicosidica, que une dois residuos de monossacarideos
consecutivos, é descrita pelos angulos de tor¢édo ¢ e y que, para as moléculas de CS e no
OSCS,séo definidas pelos seguintes atomos:

e B1-3:
$=05-C1-01-C3
y=Cl-01-C3-C2

o B1-4:
$=05-Cl-01-C4’
y=Cl-01-C4-C?3

Inicialmente, a topologia1 da unidade dissacaridica foi construida a partir de dados
da literatura para moléculas de CS e OSCS, no programa MOLDEN (Schaftenaar e Noordik,
2000) e submetidas ao servidor PRODRG (Schuettelkopf e van Aalten, 2004), de onde

retramos as topologias’ e as coordenadas atdmicas. Essas topologias', por sua vez,

1Topologia: Descrigdo do modo pelo qual os dtomos estdo ligados em uma molécula.
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receberam ajustes, incluindo o emprego de cargas atbmicas de Léwdin na base HF/6-31**
(Becker et al., 2005) e a inclusdo de diedros improprios para manutencao dos estados
conformacionais experimentais dos monossacarideos de CS ou OSCS (4C1 0u1C4). No total,

foram construidos 20 dissacarideos, listados da Tabela 1.

TABELA 1: DISSACARIDEOS CARACTERIZADOS NO PRESENTE TRABALHO

Ligacao Glicosidica

Bf1—3 Bl—4
B-D-GlcpA-(1—3)-B-D-GalpNAc B-D-GalpNAc-(1—4)--D-GlcpA
B-D-GlcpA-(1—>3)-B-D-GalpNAc4S -D-GalpNAc4S-(1—4)-B-D-GlcpA
B-D-GlcpA-(1—>3)-B-D-GalpNAc6S B-D-GalpNAc65-(1—>4)-4-D-GlcpA
[5-D-GlcpA-(1—3)-5-D-GalpNAc4S6S B-D-GalpNAc4565-(1—4)-5-D-GlcpA

B-D-GlcpA25-(1—>3)-B-D-GalpNAc B-D-GalpNAc-(1—>4)-B-D-GlcpA2S
B-D-GlcpA25-(1—3)-B-D-GalpNAc4S B-D-GalpNAc4S-(1—4)-5-D-GlcpA2S
B-D-GlcpA2S-(1—=3)-5-D-GalpNAc6S P-D-GalpNAc6S-(1—4)-B-D-GlcpA2S
B-D-GlcpA2S-(1—3)-5-D-GalpNAcAS6S B-D-GalpNAc4S565-(1—4)--D-GlcpA2S
(“C,) B-D-GlcpA2535S -(1—>3)--D-GalpNAc4S6S B-D-GalpNAc4S6S -(1—>4)-B-D-GlcpA253S (“C,)
(*C,) B-D-GlcpA253S -(1—3)-B-D-GalpNAc4S6S p-D-GalpNAc4565S -(1—4)-B-D-GlcpA253S ('C,)

3.2 Construcdo de mapas de contorno

A descricdo conformacional das ligacbes glicosidicas dos dissacarideos
construidos (Tabela 1) foi realizada a partir da rotagdo dos angulos ¢ e y entre -180° a 150°,
em passos de 30° resultando em um total de 144 conférmeros para cada dissacarideo
(Figura 13 A). Este passo foi realizado utilizando uma constante de forca de 334.8 kJ mol™
para restringir apenas os diedros ¢ e y durante o processo de minimizacdo de energia,
permitindo assim um relaxamento do restante da molécula (Pol-Fachin e Verli 2008; Castro
et al, 2009). Cada conférmero gerado foi submetido em seguida a uma DM de 20ps a 10K
com tempo de integracdo de 0,05 fs, para ajudar na determinagdo da conformacdo com
menor energia. Nesse processo, a rotagdo dos grupos exociclicos permaneceram livres para
a busca de orientagbes com menor energia, caracterizando um mapa de contorno do tipo
relaxado. A estabilidade relativa de cada conformacéo, obtida da Ultima geometria gerada
pela DM, baseada no campo de forca GROMOS96 43al e cargas atbmicas de Lowdin na
base HF/6-31**, foi empregada na construcdo de mapas de contorno descrevendo a
conformacdo de cada ligacdo glicosidica e a influéncia da sulfatacdo nas mesmas (Figura 13
B).

3.3 Simulacéo por DM

Os conférmeros de menor energia obtidos através das regides de minimo de

energia dos mapas de contorno foram submetidos a simula¢gées por DM em solvente aquoso,
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modelo SPC (Berendesenet al., 1987) (Figura 13 C). Foram utilizadas nessas simula¢fes
caixas cUbicas, com adicdo de contra-ions (Na*), quando necessario, para neutralizar os
sistemas. O sistema composto pela unidade dissacaridica, agua e ions foi entdo submetido a
minimizacao de energia pelo algoritmo Steepest Descents e serviu de ponto de partida para
as simulacdes por DM. O método Lincs (Hess et al., 1997) foi empregado para restricao de
ligacBes covalentes de forma a permitir um passo de integracdo de 2fs. A temperatura e a
pressdo foram mantidas constantes através do acoplamento de carboidratos, ions e
solventes a banhos externos de temperatura e pressdo, utilizando constantes de

acoplamento de t = 0,1 e 0,5 ps, (Berendsen et al., 1984) respectivamente. A constante
dielétrica do meio foi tratada como €= 1. Por fim, as simulacdes foram realizadas a

temperatura constante de 310K por 0,1 us.

3.4 Analise dos resultados

Para facilitar as analises das conformacdes obtidas dos dissacarideos em solucéo, foi
desenvolvida uma nova forma de analise capaz de avaliar o resultado de uma curva de
distribuicdo conformacional para o angulo ¢ correlacionando os valores obtidos nessa com
os valores do angulo na curva vy, ou vice versa. A partir dos dados de uma das distribuicGes
selecionadas os dados correspondentes a outra curva eram avaliados conjuntamente. Esse
tipo de analise desenvolvida, nos permitiu quantificar com maior precisdo as provaveis
populacdes conformacionais das ligagBes glicosidicas adotadas nos dissacarideos
caracterizados em solugéo.

Para analisar as possiveis ligagdes intramoleculares de hidrogénio foram utilizados os

seguintes parametros:

H

o
T
r < THB = 0.35nm
< agp = 30°

FIGURA 14: CRITERIO GEOMETRICO PARA A EXISTENCIA DE LIGAGOES INTRAMOLECULARES DE
HIDROGENIO. D = DOADOR, A = ACEPTOR (VAN DER SPOEL ET AL., 2010).
Analisamos as possiveis ligagdes intramoleculares de hidrogénio inter-residuos em

todos dissacarideos de CS e OSCS durante a simulagcao com solvente explicito.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Dissacarideos de CS e OSCS 13 ligados

Inicialmente, os mapas de contorno obtidos para os dissacarideos de CS e OSCS
apresentaram perfis conformacionais dependentes da presenca do grupamento sulfato; a
sulfatacdo tanto na posicao 2 do GIcA quanto na posicao 4 da GalNAc levaram a observacédo
de menos estados conformacionais de menor energia quando comparadas a moléculas néo
sulfatadas (Figura 15 e Figura 16).

Nos resultados das simula¢cdes de dinamica molecular, obtidos através dos graficos
de flutuacdo e distribuicdo, nas moléculas de CS Bl— 3 ligados observamos uma
flexibilidade elevada em todas as moléculas. Este dado fica claro, pois tanto os graficos de
flutuagdo ou distribuicdo apresentam variacdo entre mais de um estado conformacional
prevalente em solugéo (Figura 17 e Tabela 2). Apesar de apresentarem mais de um estado
conformacional é possivel observar que nessas moléculas, mesmo com os diferentes
padrbes de sulfatacdo, temos uma tor¢do de angulos ¢ e y, ou seja, variacdo conformacional
da ligacéo glicosidica, similar (Tabela 2 e Tabela 4). A molécula de OSCS com conformagéo
do residuo glicurénico de ‘Cy apresentou-se similar, no que diz respeito a flexibilidade e
valores de ¢ e y, com as moléculas de CS citadas (Figura 18 e Tabela 2). Contudo no OSCS
a molécula com residuo glicurénico na conformacdo ‘C, apresentou um rigidez, na tor¢do
dos angulos ¢ e y, ndo encontrada em nenhuma molécula de CS B1— 3 ligado (Figura 18 e
Tabela 2).

Foi possivel observar que na tabela 4 todos dissacarideos de CS B1— 3 ligados
apresentam estados conformacionais entre dois valores de angulo ¢ e dois valores de angulo
y. Com esses valores e os graficos de distribuicdo da dindmica molecular é possivel inferir
gue todos esses CS podem assumir até quatro possiveis combina¢des de conformacgéo da
ligacdo glicosidica. Observamos que a adi¢do de grupamentos sulfatos nas posi¢ées 2 do
GlIcA e 4 da GalNAc, originou a prevaléncia conformacional de um angulo ¢ e um angulo y
antes presente com menor abundancia relativa em todas as outras moléculas de CS (Tabela
4). No OSCS com o GIcA na forma “C, também ficou claro a presenca de quatro possiveis
combinacgbes, e os valores de ¢ e y encontrados foram préximos aos do CS. Contudo
analisando o OSCS com residuo glicurdnico na conformagéo 'C, apenas um valor de ¢ e um
de vy, foi observado, confirmando a rigidez conformacional da ligacéo glicosidica (Tabela 4).

Conforme o indicado na Tabela 3, pdde-se identificar a menor ou nenhuma
ocorréncia de intera¢des por ligagdo de hidrogénio intramoleculares nos CS B1— 3 ligados.
Essa possivel auséncia de intera¢des de hidrogénio sugere o envolvimento na flexibilidade
dessas moléculas, podendo essas alternar entre mais de um valor para ¢ e y. Nos
dissacarideos com sulfatacdo nas posicdes 2 do GIcA e 4 do GalNAc observou-se um

aumento dessas ligagfes de hidrogénio. Na molécula de OSCS na forma 'C, houve o
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aparecimento de ligacbes de hidrogénio intramoleculares, praticamente durante toda a
simulacéo.

Nos dissacarideos de CS sulfatados na posicdo 2 do GIcA e na posicdo 4 do
GalNAc, o aumento de suas ligacdes de hidrogénio intramoleculares sugere o porqué desses
dissacarideos adotarem um Unico estado conformacional, com valores de ¢ e y, menos
prevalente nas demais moléculas de CS (Tabela 3 e Tabela 4). O grande volume molecular
desses grupamentos sulfatos, nessas posicdes especificas dessa molécula, surge também
como um dos responsaveis por impedir que o dissacarideo assuma valores de ¢ e vy
comumente encontrados com maior prevaléncia nas moléculas de CS.

No que diz respeito as moléculas de OSCS B1— 3 ligado, observamos mudancas
conformacionais apenas na molécula com residuo glicurdnico na forma 'C,. A adicdo
guimica e especifica do grupamento sulfato e a mudanca conformacional do anel de GIcA
em resposta a essa sulfatacdo, surge como responsavel pelo aparecimento de ligagbes de
hidrogénio intramoleculares durante a simulacdo e assim responsaveis pelo enrijecimento da
ligacdo glicosidica desse dissacarideo. Com o surgimento dessas interagdes, o numero de
estado conformacionais prevalentes fica restrito a um para ambos os angulos, demonstrando

o impedimento na tor¢ao da ligagéo glicosidica em mais de um estado conformacional.
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FIGURA 15: MAPAS DE CONTORNO PARA DISSACARIDEOS DE CS B1—3 LIGADOS. EM AzUL,
REPRESENTAGAO DAS CONFORMAGCOES ADOTADAS POR CADA DISSACARIDEO DURANTE SIMULAGAO
POR DM EM SOLUCAO. CURVAS DE NIVEL REPRESENTANDO VALORES DE ENERGIA ADOTADO POR
CADA CONFORMERO NO VACUO EM KJ/MOL. ===10 KJ/MOL =20 KJ/MOL 30 KJ/MoL

e 40 KI/MOL === 50 KJ/MOL
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FIGURA 16: MAPAS DE CONTORNO PARA DISSACARIDEOS DE OSCS 1—3 LIGADOS. EM AZUL,
REPRESENTAGAO DAS CONFORMAGCOES ADOTADAS POR CADA DISSACARIDEO DURANTE SIMULAGAO
POR DM EM SOLUGCAO. CURVAS DE NIVEL REPRESENTANDO VALORES DE ENERGIA ADOTADO POR
CADA CONFORMERO NO VACUO EM KJ/MOL. ====10 KJ/MOL ====20 KJ/MOL 30 KJ/mMoL

e 40 KI/MOL === 50 KJ/MOL

TABELA 2: PREFERENCIA CONFORMACIONAL DOS DISSACARIDEOS DE CS E OSCS 31—3 LIGADOS,

CONFORME OBSERVADO NAS SIMULACOES POR DM.

Dissacarideo Abundéncia Relativa (%) Angulo (°)
0] w

B-D-GlcpA-(1—3)-f-D-GalpNAc 48 -75+30 -160 £ 23

39 -70 £ 27 -80+25

13 -160+ 22 -160 % 23

B-D-GlepA-(1—3)-B-D-GalpNAcas 85 -65 + 34 -105 *+ 33

15 -170+ 25 -170 + 20

B-D-GlcpA-(1—3)-B-D-GalpNAc6S 56 -80 %30 -150 + 20
30 -70+ 28 -85 + 20

12 -155+ 15 -155 £ 16

02 -150 + 28 165 +11

B-D-GlcpA-(1—3)-B-D-GalpNAc4S6S 80 -70+ 30 -105 + 32
18 -160 + 25 -160 £ 23

02 -70+£30 60 +20

B-D-GlcpA25-(1—+3)-B-D-GalpNAc 61 -75+24 -125 + 36
37 -155+£25 -165 £ 20

02 50+30 -130£ 30

B-D-GlepA2S-{1—3)-f-D-GalpNAcaS 58 -170+ 28 -170 + 22
42 -80+22 -120+ 26

B-D-GlcpA25-(1—>3)-B-D-GalpNACES 81 -80 +23 -120 + 34
18 -150 + 20 -155 + 15

01 -150 + 20 165 + 10

B-D-GlcpA2S-(1—3)-B-D-GalpNAcAS6S 69 -150+ 20 -150 20
24 -80+ 20 -115+ 22

05 -150 £ 20 16516

02 160+ 11 -165+10

(4C;) B-D-GlcpA253S -{1—>3)-f-D-GalpNAc4SES 68 -85120 -120 £ 25
30 -150+£ 20 -150 £ 20

02 -150 £ 20 160 £ 12

(tC,) B-D-GlcpA253S -(1—>3)-B-D-GalpNACASES 100 -170+ 26 -170 £ 25
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FIGURA 17: FLUTUAGAO E DISTRIBUICAO DOS ANGULOS ¢ E |y AO LONGO DAS SIMULAGOES DE DM

PARA DISSACARIDEOS DE CS $1—3 LIGADOS.
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FIGURA 18: FLUTUAGAO E DISTRIBUICAO DOS ANGULOS ¢ € Y AOLONGO DAS SIMULAGOES DE DM

PARA DISSACARIDEOS DE OSCS 13 LIGADOS.

TABELA 3:

LIGACOES INTRAMOLECULARES DE HIDROGENIO INTER-RESIDUO, DURANTE AS

SIMULAGOES DE DINAMICA MOLECULAR, OBSERVADAS NOS DISSACARIDEOS DE CS E OSCSB1— 3

LIGADOS.

Dissacarideo

Existéncia de ligagdo
intramolecular de hidrogénio

Ligagdo intramolecular
de hidrogénio mais

Média das ligagtes
intramoleculares de hidrogénio
durante a simulagdo

durante a simulacdo( %) abundante

B-D-GlcpA-(1—>3)-B-D-GalpNAc 13,00 01 (12,60 %) 0,13+0,35
B-D-GlcpA-(1—>3)-B-D-GalpNAc4S 04,12 01 (03,99 %) 0,04 +0,21
B-D-GlcpA-(1—>3)-B-D-GalpNACc6S 03,11 01 (03,01 %) 0,03+0,18
B-D-GlcpA-(1—3)-B-D-GalpNAc4S6S 11,37 01(11,23 %) 0,12+0,32
B-D-GlcpA25-(1—3)-p-D-GalpNAc 29,93 01 (28,17 %) 0,32 + 0,50
B-D-GlepA2S-(1—>3)-4-D-GalpNAc4s 46,00 01 (43,87 %) 0,49 + 0,55
[BD-GlcpA2S-(1—>3)-6-D-GalpNAc6S 20,18 01 (19,28 %) 0,21 £0,43
B-D-GlcpA25-(1—>3)-f-D-GalpNAC4S6S 58,04 01 (54,81 %) 0,61+ 0,55
(4C,) B-D-GlcpA2S3S -(1—>3)-B-D-GalpNAc4SES 34,28 01 (32,70 %) 0,36 + 0,51
(*C,) B-D-GlcpA253S -(1->3)-3-D-GalpNAc4S6S 81,99 01 (69,68 %) 0,94 + 0,55
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TABELA 4: PREFERENCIA CONFORMACIONAL DOS ANGULOS ¢ E y NOS DISSACARIDEOS DE CS E

OSCS 13 LIGADOS, CONFOME OBSERVADO NAS SIMULAGOES POR DM.

Dissacarideo Abundancia Relativa (%) Angulo ()
88 -85126
(0] 12 -170+£ 24
D-GlcpA-(1-»3)-B-D-GalpNA
BD-Gleph-{1~+3)-A-D-GalpNAc v 66 165 £ 26
34 90+ 18
® 84 -70+ 30
B-D-GlcpA-(1—>3)-f-D-GalpNACc4S 16 -170 £ 28
Y 85 -100 £ 28
15 -185+ 20
86 -80£ 30
(0] 14 -175+£ 25
D-GlepA-(1—3)-B-D-GalpNACES
e v 69 1170230
31 -85+ 18
83 -75+28
[} 17 -170+£ 28
D-GlcpA-(1—>3)-B-D-GalpNAC4S6S
poaip pro-eske v 83 100 £ 27
17 -180+ 18
63 80+ 20
0] 37 -170+£ 30
D-GlcpA2S-(1—3)-B-D-GalpNA
PD-Gleph2s{1~8)-f-D-GalpNAc v 56 180t 23
44 -100 £ 22
58 -170+£ 30
0] 42 -85+ 20
B-D-GlcpA2S-(1-3)-3-D-GalpNAcdS v 55 T80
41 -110+ 18
80 -80+ 20
0] 20 -170+£ 30
D-1 —3) -
f-D-GlcpA2S-{1—>3)-f-D-GalpNAC6S " - TV
36 -180+£ 20
75 -170+£ 30
0] 25 80+ 18
-D-GlcpA2S-(1—>3)-B-D-GalpNAC4SES " = e
23 -110+£ 15
68 -75+25
(*C,) f-D-GlcpA253S -(1—3 m =2 155 £20
,) f-D-Glep -(1—>3)-p-D-GalpNAcASES ¥ 68 11520
32 -185+ 20
0] 100 -170+£ 25
1, - -{1—=3)- -
(1C,) A-D-GlepA2S3S -(1—3)-5-D-GalpNACASES v 100 270195
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4.2 Dissacarideos de CS e OSCS f1-»4 ligados

As moléculas de CS B1— 4 ligados, diferentemente dos p1— 3 ligado, apresentaram
nos mapas de contorno uma conformacdo similar entre todos os CS pBl— 4 ligados,
caracterizados. Observou-se mudanca no OSCS, onde mais de uma regido energeticamente
favoravel foi observada. Predominantemente, os conférmeros dessas moléculas
apresentaram-se em sua maior parte em regides desfavoraveis energeticamente, assim nos
mapas de todos os dissacarideos podemos ver menos linhas de contorno (Figura 21 e Figura
22).

Nos graficos de flutuagdo e distribuicdo das simulagdes de dindmica molecular das
moléculas de CS Bl— 4 ligado, observamos em todos dissacarideos uma rigidez
conformacional na tor¢do dos éangulos ¢ e y (Figura 23). Através desses resultados
observamos também que além da rigidez, a faixa de torcdo dos éangulos ¢ e y nas
moléculas de CS permaneceu similar entre todos os dissacarideos. No dissacarideos de
OSCS B1— 4 ligado, no residuo glicurénico na conformacéo “C;, nos seus graficos de
distribuicdo e flutuacao, a rigidez conformacional permaneceu, contudo apresentando valores
de torcdo de ¢ e y diferentes (Figura 24 e Tabela 5). Por outro lado na outra molécula de
OSCS, com o GIcA em 104, observou-se uma flexibilidade ndo presente em nenhuma
molécula anterior de CS, a rigidez presente anteriormente em todas as moléculas de CS
Bl— 4 ligado desapareceu. Nos gréficos de flutuacdo e distribuicdo dessa molécula é
possivel ver claramente a alternancia entre dois estados conformacionais durante a
simulacgéo (Figura 24 e Tabela 5).

Segundo resultados de preferéncia conformacional dos angulos ¢ e v, foi possivel
identificar que todos os CS B1l— 4 ligados apresentaram praticamente uma conformagéo
preferencial para o angulo ¢ e v, reforcando o que os gréaficos de flutuagcdo de distribuicéo ja
haviam nos mostrados (Tabela 7). Trés dissacarideos apresentam um segundo estado
conformacional para os angulos ¢ e vy, entretanto devido a sua baixa abundéncia relativa,
ndo apresenta importancia na conformacéo da ligacdo (Tabela 7). Assim, devido a presenca
de apenas um angulo ¢ e y mais abundante essas moléculas possivelmente adotam,
independente do padrdo de sulfatacdo, somente um estado conformacional para sua ligacao
glicosidica. No OSCS com GIcA em ‘C, também foi prevalente apenas uma valor para ¢ e
y, contudo os valores encontrados, diferem das moléculas de CS f1— 4 ligados. O OSCS
com conformacao 'C,no seu residuo GIcA apresentou estados conformacionais entre dois
valores de angulo ¢ e dois valores de &ngulo y, confirmando novamente a flexibilidade desse
dissacarideos (Tabela 7).

O perfil conformacional semelhante observado em solucéo para os dissacarideos de
CS B1— 4 ligados, levou-nos a considerar a possibilidade de interagdes intramoleculares
intrinsecas na molécula de CS, que seriam entédo responsavel pela rigidez na conformacéo

dessa ligacao glicosidica (Figura 19).
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FIGURA 19: REPRESENTACAO DA POSSIVEL INTERACAO INTRAMOLECULAR, RESPONSAVEL PELA

RIGIDEZ CONFORMACIONAL DAS LIGACOES GLICOSIDICAS CS 31— 4 LIGADOS.

De fato, conforme indicado na Tabela 6, pbde-se identificar a ocorréncia de
interacBes por ligacdo de hidrogénio em todas as moléculas de CS Bl— 4 ligados. Embora
ndo tenhamos caracterizado até 0 momento os grupamentos envolvidos nesta interacéo, ela
se mantém presente na maioria dos dissacarideos estudados, independentemente dos
padrdes de sulfatacdo, sugerindo seu envolvimento na ado¢&o de um estado conformacional
comum. Na molécula de heparina as ligagdes intramoleculares de hidrogénio também
ocorrem em seus dissacarideos e, da mesma forma que no CS, influenciam a conformacéo
destes (Pol-Fachin e Verli, 2008).

Por outro lado, nas moléculas de OSCS, observamos no dissacarideo com
conformagdo de GIcA *C, uma menor prevaléncia de ligagdes de hidrogénio
intramoleculares, sugerindo que o perfil conformacional de rigidez dessa molécula n&o pode
ser explicado por este tipo de interacdo (Tabela 6). Neste caso, dois efeitos parecem ocorrer:
1) a repulsdo eletrostética entre o grupamento sulfato na posicdo 3 do residuo GIcA e
atomos de oxigénio do residuo GalNAc, e 2) a eliminacdo de uma interagdo intramolecular
entre a hidroxila ligada em C-3 no residuo GIcA e o atomo de oxigénio do anel do residuo
GalNAc (Figura 20).

Em relacdo ao dissacarideo de OSCS pB1—4 ligado apresentando o residuo GICA em
'c,, observou-se que a adicdo quimica e especifica do grupamento sulfato na posicdo 3 e a
mudanca conformacional em resposta a adicdo, desfaz as ligagbes intramoleculares de

hidrogénio, explicando o perfil conformacional de flexibilidade desse dissacarideo (Tabela 6).
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CS OSCS
B -D-GalpNAc6S-(1 — 4)-  -D-GlcpA B-D-GalpNAc4S6S-(1—4)-B-D-GlcpA2S3S (‘C,)

FIGURA 20: REPRESENTACAO DO VOLUME MOLECULAR DO GRUPAMENTO SULFATO, INTERFERINDO
EM SUAS ABUNDANCIAS RELATIVAS EM SOLUCAO, IMPEDINDO QUE O OSCS ADOTE A CONFORMAGAO

DO CS REPRESENTADO.
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FIGURA 21: MAPAS DE CONTORNO PARA DISSACARIDEOS DE CS B1—4 LIGADOS. EM AzUL,
REPRESENTACAO DAS CONFORMAGCOES ADOTADAS POR CADA DISSACARIDEO DURANTE SIMULAGAO
POR DM EM SOLUCAO. CURVAS DE NIiVEL REPRESENTANDO VALORES DE ENERGIA ADOTADO POR
CADA CONFORMERO NO VACUO EM KJ/MOL. ===10 KJ/MOL ===20 KJ/MOL 30 KJ/MoL

=== 40 KJ/MOL =50 KJ/MOL
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FIGURA 22: MAPAS DE CONTORNO PARA DISSACARIDEOS DE OSCS [1—4 LIGADOS. EM AZUL,
REPRESENTAGAO DAS CONFORMAGOES ADOTADAS POR CADA DISSACARIDEO DURANTE SIMULAGAO
POR DM EM SOLUGAO. CURVAS DE NIVEL REPRESENTANDO VALORES DE ENERGIA ADOTADO POR
CADA CONFORMERO NO VACUO EM KJ/MOL. === 10 KJ/MOL ====20 KJ/MOL 30 KJ/MoL

w40 KJ/MOL == 50 KJ/MOL

TABELA 5: PREFERENCIA CONFORMACIONAL DOS DISSACARIDEOS DE CS E OSCS 31—4 LIGADOS,

CONFORME OBSERVADO NAS SIMULACOES POR DM.

Dissacarideo Abundancia Relativa (%) Angulo (°)
0] Y
B-D-GalpNAc-(1—4)-B-D-GlcpA 97 -80 %30 120 £33
03 -155+ 15 7520
B-D-GalpNAc4S-(1—>4)-B-D-GlcpA 100 -80 30 120+ 32
B-D-GalpNAC6ES-(1->4)-B-D-GlcpA 100 -80 %25 130 £ 30
B-D-GalpNAc4S6S-(1—>4)-B-D-GlcpA 96 -75+26 125 +30
04 -150+ 20 80+20
B-D-GalpNAc-(1—>4)-6-D-GlcpA2S 100 -80 %25 130+ 27
B-D-GalpNAc4S-(1—>4)-B-D-GlcpA2S 98 -80 £ 25 130+ 30
02 -150+£ 18 85+20
B-D-GalpNAc6S-(1—>4)-B-D-GlcpA2S 100 -80+25 125+ 30
B-D-GalpNACc4S6S-(1—>4)-B-D-GlcpA2S 92 -75+27 125+33
08 -150+ 18 90+ 20
B-D-GalpNAc4S6S -(1—4)-B-D-GlcpA2S3S (C,) 100 -160 + 25 9020
B-D-GalpNAC4S6S -(1—>4)-5-D-GlcpA253S (1C,) 39 -70 £ 28 155+ 15
32 -150 £ 20 75+20
27 -70 £ 28 -165+10
02 -70 £ 26 75+ 15
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FIGURA 23: FLUTUAGAO E DISTRIBUICAO DOS ANGULOS § E f AO LONGO DAS SIMULAGOES DE DM

PARA DISSACARIDEOS DE CS $1—4 LIGADOS.
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FIGURA 24: FLUTUAGAO E DISTRIBUIGAO DOS ANGULOS ¢ E J AO LONGO DAS SIMULACOES DE DM

PARA DISSACARIDEOS DE OSCS 31—4 LIGADOS.

TABELA 6: LIGACOES INTRAMOLECULARES DE HIDROGENIO INTER-RESIDUO, DURANTE AS

SIMULAGOES DE DINAMICA MOLECULAR, OBSERVADAS NOS DISSACARIDEOS DE CS E OSCS 1 4

LIGADOS.
Dissacarideo Existéncia de ligagdo Ligag&o intramolecular Média das ligacBes
intramolecular de hidrogénio  de hidrogénio mais intramoleculares de hidrogénio
durante a simulgdo( %) abundante durante a simulagdo
-D-GalpNAc-(1—>4)-p-D-GlcpA 65,09 01 (41,36 %) 0,74+ 0,75
B-D-GalpNAc4s-(1—>4)-f-D-GlcpA 59,99 01 (45,50 %) 0,76 £0,72
B-D-GalpNACc6S-(1—>4)-B-D-GlcpA 65,10 01 (46,82 %) 0,85 +0,74
B-D-GalpNAc4565-(1—>4)-B-D-GlcpA 62,31 01 (45,80 %) 0,80+0,74
B-D-GalpNAc-(1—>4)-B-D-GlcpA2S 63,78 01 (46,26 %) 0,83 0,74
B-D-GalpNAc4S-(1—>4)-B-D-GlcpA2S 62,09 01 (45,30 %) 0,80+ 0,74
B-D-GalpNAc65-(1—>4)-B-D-GlcpA2S 63,32 01 (45,82 %) 0,82 0,75
B-D-GalpNAc4S65-(1—>4)-B-D-GlcpA2S 61,78 01 (45,34 %) 0,80+ 0,74
p-D-GalpNAc4S6S -(1—>4)-p-D-GlcpA253S (C,) 35,17 01 (34,85 %) 0,36 £ 0,49
B-D-GalpNAC4S6S -(1—4)-B-D-GlcpA253S (1C,) 17,84 01 (17,81 %) 0,18 + 0,38
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TABELA 7: PREFERENCIA CONFORMACIONAL DOS ANGULOS ¢ E y NOS DISSACARIDEOS DE CS E

OSCS B1—4 LIGADOS, CONFOME OBSERVADO NAS SIMULAGOES POR DM.

Dissacarideo Abundancia Relativa (%) Angulo (°)
96 -80 +28
0] 04 -175+28
[-D-GalpNAc-{1—4)-5-D-GlcpA " 95 140+ 25
05 65+ 20
o 100 -80£25
[-D-GalpNAc4S-(1—4)-5D-GlcpA ) 100 120 £ 30
I ; 0] 100 -80+£23
B-D-GalpNAcES-(1—=4)-5-D-GlcpA W 100 130 + 25
96 -80£25
) 04 -160 + 25

B-D-GalpNAc4S65-(1—>4)--D-GlcpA
g 95 140 £ 20
05 55+ 25
(0] 100 -80+25
D-GalpNAc-(1—4)- B-D-GlcpA2S
B-D-GalpNAc-(1—>4)-f-D-Glcp ) 100 130 + 25
() 100 -80 + 25
B-D-GalpNAc4S-(1—4)-5-D-GlcpA2S ¥ 100 125+ 30
[6) 100 -80 +25
-D-GalpNAc65-(1—4)-5-D-GlcpA2S v 100 130 £ 27
91 -80+22
[-D-GalpNAc4565-(1—4)-B-D-GlcpA2S ® 09 LR
-GalpNAc -(1—4)-5-D-Glcp.
W 91 140 £ 20
09 80+10
. (0] 100 -160 £ 25
f-D-GalpNAc4S6S -(1—4)-5-D-GlcpA253S (Cy) P 100 90 + 20
68 -75+24
B-D-GalpNAC4SES -(1-4)-f-D-GlcpA253s (1C,) ® 32 "160£25
-GalpNAc: -(1—=4)-5-D-Glcp. "

W 66 170 £ 20
34 75+ 20
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4.3 Implicacbes para a toxicidade de OSCS

Como visto anteriormente, as moléculas OSCS, independente da ligacao
glicosidica apresentam diferencas conformacionais relevantes em comparagdo com as
moléculas de CS. Essa diferencas conformacionais e estruturais na molécula de OSCS pode
ser responsavel pelos efeitos adversos, reacdes alérgicas e toxicidade desse contaminante
de heparinas.

O grau de sulfatacdo nas moléculas de CS e OSCS esta diretamente relacionado
com o aumento da atividade anticoagulante. Contudo, ao contrario da heparina, essa
atividade anticoagulante é apenas observada através da inibicdo do fator lla. O fator Xa ndo
sofre inibicdo consideravel (Maruyama et al., 1997) (Figura 25).

Assim, as moléculas de OSCS por possuirem, devido a adicdo do sulfato
especifico na posi¢édo 3 do GIcA, um grupamento sulfato a mais do que os dissacarideos de
CS tendem a ter atividade como anti-fator lla maior. Como o fator Ila pode ser inibido tanto
pela AT como pelo HCII, sabendo que o OSCS néo é capaz de ativar a AT, a mediacao do
efeito anti-fator lla pelo OSCS é mediada pelo HCIl. Como esse HCII se liga com menos
especificidade com a heparina as mudancas conformacionais referentes ao OSCS, relatadas
anteriormente, podem aumentar a especificidade desse polissacarideo pelo HCII, aumentar a
inibicdo do fator Illa e assim causar um aumento na atividade anticoagulante, podendo em
certos casos levar o paciente ao 6bito.

Sabe-se que 0 OSCS, apesar de ndo possuir atividade anti-fator Xa, é capaz de se
ligar também a AT. O OSCS como contaminante de heparina pode competir com a mesma
pela ligagdo na AT, contudo ambas as moléculas se ligam em sitios diferentes na proteina,
esse fato nos ajuda no entendimento do porque a heparina pode causar a mudanca
conformacional necesséaria para inibicdo do fXa enquanto que o OSCS, ndo consegue
realizar essa mudanca nessa proteina (Li et al, 2009). E importante ressaltar que além de
inibir o fXa a AT, também é capaz de inibir mediadores de inflama¢@o como a calicreina e
essa inibicdo é aumentada quando a AT se encontra ligada a heparina (Li et al, 2009).
Assim, com as mudancas conformacionais nas ligagdes glicosidicas do OSCS relatadas no
presente trabalho, devido a sulfatac@o quimica, podemos inferir que essas mudancas podem
ocasionar uma especificidade de ligagdo maior com a AT e assim quando encontrado como
contaminante de heparinas pode se ligar com maior afinidade a AT. Essa ligacdo impede a
ligacdo da heparina e devido a isso a mudanga conformacional necesséria na AT ndo ocorre,
nao inibindo fXa e principalmente outros mediadores da inflamacédo, podendo gerar reacdes

alérgicas, e em casos mais graves, reacdes anafilaticas.
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FIGURA 25: EFEITO DO GRAU DE SULFATAGAO NA ATIVIDADE ANTICOAGULANTE. ATIVIDADE COMO

ANTI-FATOR |IA ([l ) E ATIVIDADE COMO ANTI-FATOR XA ( @ ). E POSSIVEL PERCEBER QUE A

MOLECULA DE OSCS, COM 4 GRUPAMENTOS SULFATOS, POSSUI MAIOR ATIVIDADE (Maruyama et

al., 1997).
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos, da caracterizacdo conformacional e estrutural do CS e do
OSCS possibilitaram-nos inferir respostas para busca da influéncia do sulfato na
conformacao dessas moléculas e a relacdo destas com a atividade bioldgica ou toxica.

Através dos resultados obtidos para os dissacarideos de CS e OSCS com ligagéo
B1— 3 ligados, concluimos:

e A ligagdo glicosidica de todos as moléculas de CS B1— 3 ligados, apresenta uma
flexibilidade variando entre quatro possiveis estados conformacionais, a baixa
predominancia de liga¢des de hidrogénio intramoleculares durante a simulacdo nos
sugere uma explicacdo para essa flexibilidade;

e A adicdo de grupamentos sulfatos na posi¢do 2 do GIcA e 4 da GalNAc, gera a
prevaléncia de um Unico estado conformacional, antes presente em todas os outros
CS com menor abundancia. A explicacdo para este fendmeno, € possivelmente o
aumento das ligagbes de hidrogénios intramoleculares nas moléculas sulfatadas
nessas posicdes especificas;

e No OSCS, a molécula com o GIcA na forma 'C, apresentou um aumento das
ligagdes de hidrogénio durante a simulagéo e assim um estado conformacional rigido
de sua ligagéao glicosidica.

Por outro lado nos dissacarideos de CS e OSCS B1— 4 ligados concluimos:

e A ligacdo glicosidica de todos as moléculas de CS Bl1— 4 ligados, apresenta uma
rigidez conformacional, possuindo apenas um estado conformacional com maior
abundéancia relativa. Os diferentes padroes de sulfatacdo né&o influenciam nos
estados conformacionais, ja que a torcao dos angulos ¢ e y néo sofre variagao;

e A predominéncia de liga¢des de hidrogénio intramoleculares, nessas moléculas de
CS nos sugere uma explicacdo para a rigidez dos estados conformacionais da
ligacao glicosidica;

e No OSCS, com 0 GIcA na forma “Cy, foi possivel perceber que a rigidez dos estados
conformacionais se manteve, contudo o estado conformacional mais abundante
apresentou valores de ¢ e y diferentes. A ligacdo de hidrogénio intramolecular
desapareceu, sugerindo que a rigidez dessa ligagdo glicosidica ocorre por outros
fatores;

e No OSCS, com residuo glicurdnico na forma 'C, as ligagdes de hidrogénio
intramoleculares desapareceram, e assim a molécula apresentou uma flexibilidade
nos dissacarideos f1— 4 ligados.

Por ultimo concluimos que as mudangas conformacionais no contaminante OSCS
podem ser responsaveis pelo aumento da atividade anticoagulante, reacfes adversas e 6bito
de pacientes que utilizaram heparinas contaminadas. As mudancas conformacionais no
OSCS podem aumentar a especificidade desse pelo HCIl e AT, aumentando

respectivamente a atividade anticoagulante e as reacdes alérgicas.
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8 APENDICE

8.1 Topologias

Abaixo segue algumas topologias para representar os dissacarideos de CS e OSCS
p1—3 ligado, assim como para os dissacarideos de CS e OSCS pSl1—4 ligados. Esses
arquivos, gerados através do servidor PRODRG (Schuettelkopf e van Aalten, 2004), contém

os parametros de ligacdo, angulo de ligacao e diedros para as moléculas em estudo.

8.11 CS p1-3ligado

P-D-GlcpA- (1—3)-fp-D-GalpNAc
[ moleculetype ]
; Name nrexcl

DRG 3

[ atoms ]

; nr type resnr resid atom cgnr charge mass
1 CH3 1 DRG CBA 1 0.070 15.0350
2 C 1 DRG CAX 1 0.271 12.0110
3 O 1 DRG OAY 1 -0.405 15.9994
4 NL 1 DRG N2 1 -0.231 14.0067
5 H 1 DRG H22 1 0.201 1.0080
6 CH1 1 DRG Cc2 1 0.094 13.0190
7 CH1 1 DRG Cc1l 2 0.160 13.0190
8 OA 1 DRG o1 2 -0.400 15.9994
9 H 1 DRG H12 2 0.240 1.0080
10 OA 1 DRG 05 3 -0.242 15.9994
11 CH1 1 DRG Cc5 3 0.242 13.0190
12 CH2 1 DRG C6 4 0.160 14.0270
13 OA 1 DRG 06 4 -0.400 15.9994
14 H 1 DRG H65 4 0.240 1.0080
15 CH1 1 DRG c4 5 0.160 13.0190
16 OA 1 DRG 04 5 -0.400 15.9994
17 H 1 DRG H42 5 0.240 1.0080
18 CH1 1 DRG Cc3 6 0.142 13.0190
19 OA 1 DRG 03 6 -0.396 15.9994
20 CH1 1 DRG CAH 6 0.254 13.0190
21 OA 1 DRG OAM 7 -0.242 15.9994
22 CH1 1 DRG CAL 7 0.242 13.0190
23 C 1 DRG CAO 8 0.172 12.0110
24 oM 1 DRG OAZ 8 -0.586 15.9994
25 oM 1 DRG OAP 8 -0.586 15.9994
26 CH1 1 DRG CAK 9 0.160 13.0190
27 OA 1 DRG OAQ 9 -0.400 15.9994
28 H 1 DRG HAQ 9 0.240 1.0080
29 CH1 1 DRG CAJ 10 0.160 13.0190
30 OA 1 DRG OAR 10 -0.400 15.9994
31 H 1 DRG HAR 10 0.240 1.0080
32 CH1 1 DRG CAT 11 0.160 13.0190
33 OA 1 DRG OAN 11 -0.400 15.9994
34 H 1 DRG HAN 11 0.240 1.0080
[ bonds ]
; al aj fu cO0, cl, ...
2 1 2 0.153 7150000.0 0.153 7150000.0 ; CAX CBA
2 3 2 0.123 16600000.0 0.123 16600000.0 ; CAX OAY
2 4 2 0.133 10600000.0 0.133 10600000.0 ; CAX N2
4 5 2 0.100 18700000.0 0.100 18700000.0 ; N2 H22
6 4 2 0.147 8710000.0 0.147 8710000.0 ; Cc2 N2
6 7 2 0.152 5430000.0 0.152 5430000.0 ; Cc2 cl
6 18 2 0.152 5430000.0 0.152 5430000.0 ; C2 Cc3
7 8 2 0.144 6100000.0 0.144 6100000.0 ; Cl 01
7 10 2 0.144 6100000.0 0.144 6100000.0 ; C1l 05
8 9 2 0.100 15700000.0 0.100 15700000.0 ; 0l HI12
11 10 2 0.144 6100000.0 0.144 6100000.0 ; C5 05
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8.1.2 OSCS pl1-3ligado

(*C4) S-D-GlcpA253S - (1—3)-B-D-GalpNAc4S6S

[ moleculetype ]
; Name nrexcl

DRG 3
[ atoms ]
; nr type resnr resid atom cgnr charge mass
1 oM 1 DRG OAP 1 -0.774 15.9994
2 SDMSO 1 DRG SAO 1 1.612 32.0600
3 oM 1 DRG OBH 1 -0.774 15.9994
4 oM 1 DRG OBI 1 -0.774 15.9994
5 OA 1 DRG OAN 1 -0.515 15.9994
6 CH1 1 DRG CAI 1 0.225 13.0190
7 CH1 1 DRG CAJ 2 0.225 13.0190
8 OA 1 DRG OAQ 2 -0.515 15.9994
9 SDMSO 1 DRG SAR 2 1.612 32.0600
10 OM 1 DRG OBJ 2 -0.774 15.9994
11 OM 1 DRG OBK 2 -0.774 15.9994
12 OM 1 DRG OAS 2 -0.774 15.9994
13 CH1 1 DRG CAK 3 0.160 13.0190
14 OA 1 DRG OAT 3 -0.400 15.9994
15 H 1 DRG HAT 3 0.240 1.0080
16 CH1 1 DRG CAL 4 0.242 13.0190
17 C 1 DRG CAU 5 0.172 12.0110
18 OM 1 DRG OBL 5 -0.586 15.9994
19 OM 1 DRG OAV 5 -0.586 15.9994
20 OA 1 DRG OAM 4 -0.242 15.9994
21 CH1 1 DRG CAH 6 0.254 13.0190
22 OA 1 DRG 03 6 -0.396 15.9994
23 CH1 1 DRG C3 6 0.142 13.0190
24 CH1 1 DRG c4 7 0.225 13.0190
25 OA 1 DRG 04 7 -0.515 15.9994
26 SDMSO 1 DRG SAX 7 1.612 32.0600
27 OM 1 DRG OBM 7 -0.774 15.9994
28 oM 1 DRG OBN 7 -0.774 15.9994
29 oM 1 DRG OAY 7 -0.774 15.9994
30 CH1 1 DRG Cc5 8 0.242 13.0190
31 CH2 1 DRG cé 9 0.225 14.0270
32 OA 1 DRG 06 9 -0.515 15.9994
33 SDMSO 1 DRG SBB 9 1.612 32.0600
34 oM 1 DRG OBO 9 -0.774 15.9994
35 OM 1 DRG OBP 9 -0.774 15.9994
36 OM 1 DRG OBC 9 -0.774 15.9994
37 OA 1 DRG 05 8 -0.242 15.9994
38 CH1 1 DRG Cc1 10 0.160 13.0190
39 OA 1 DRG o1l 10 -0.400 15.9994
40 H 1 DRG H12 10 0.240 1.0080
41 CH1 1 DRG c2 11 0.094 13.0190
42 N 1 DRG N2 11 -0.231 14.0067
43 H 1 DRG H22 11 0.201 1.0080
44 C 1 DRG c7 11 0.271 12.0110
45 0 1 DRG 07 11 -0.405 15.9994
46 CH3 1 DRG c8 11 0.070 15.0350
[ bonds ]
; al aj fu cO0, cl, ...
2 1 2 0.153 8040000.0 0.153 8040000.0 ; SAO OAP
2 3 2 0.153 8040000.0 0.153 8040000.0 ; SAO OBH
2 4 2 0.153 8040000.0 0.153 8040000.0 ; SAO OBI
2 5 2 0.153 8040000.0 0.153 8040000.0 ; SAO OAN
6 5 2 0.144 6100000.0 0.144 6100000.0 ; CAI OAN
6 7 2 0.152 5430000.0 0.152 5430000.0 ; CAI CAJ
6 21 2 0.152 5430000.0 0.152 5430000.0 ; CAI CAH
7 8 2 0.144 6100000.0 0.144 6100000.0 ; CAJ OAQ
7 13 2 0.152 5430000.0 0.152 5430000.0 ; CAJ CAK
9 8 2 0.153 8040000.0 0.153 8040000.0 ; SAR OAQ
9 10 2 0.153 8040000.0 0.153 8040000.0 ; SAR OBJ
9 11 2 0.153 8040000.0 0.153 8040000.0 ; SAR OBK
9 12 2 0.153 8040000.0 0.153 8040000.0 ; SAR OAS
13 14 2 0.144 6100000.0 0.144 6100000.0 ; CAK OAT
13 16 2 0.152 5430000.0 0.152 5430000.0 ; CAK CAL
14 15 2 0.100 15700000.0 0.100 15700000.0 ; OAT HAT



16 17
16 20
17 18
17 19
21 20
21 22
23 22
23 24
23 41
24 25
24 30
26 25
26 27
26 28
26 29
30 31
30 37
31 32
33 32
33 34
33 35
33 36
38 37
38 39
38 41
39 40
41 42
42 43
44 42
44 45
44 46
[ pairs 1]
; al aj
1 6
2 7
2 21
3 6
4 6
5 8
5 13
5 20
5 22
6 9
6 14
6 16
6 23
7 10
7 11
7 12
7 15
717
7 20
7 22
8 14
8 16
8 21
9 13
13 18
13 19
13 21
14 17
14 20
15 16
16 22
17 21
18 20
19 20
20 23
21 24
21 41
22 25
22 30
22 38
22 42
23 26
23 31
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c7
Cc7

OAP
SAO
SAO
OBH
OBI
OAN
OAN
OAN
OAN
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CAI
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SAR
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OAT
OAT
HAT
CAL
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OAV
OAM
CAH
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C3
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CAU
OAM
OBL
OAV
OAM
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c4
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04
C5
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OBM
OBN
OAY
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05
06
06
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OBP
OBC
05
ol
c2
H12
N2
H22
N2
o7
c8

CAI
CAJ
CAH
CAI
CAI
OAQ
CAK
OAM
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SAR
OAT
CAL

C3
OBJ
OBK
OAS
HAT
CAU
OAM

03
OAT
CAL
CAH
CAK
OBL
OAV
CAH
CAU
OAM
CAL

03
CAH
OAM
OAM

C3

Cc4

C2
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N2
SAX
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47



23 37
23 39
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23 44
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24 28
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25 41
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37 40
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43 45
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3 2
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10 9
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11 9
7 13
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13 14
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17 16
16 17
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6 21
6 21
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22 23
22 23
24 23
23 24
23 24
25 24
24 25
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109.
109.
109.
109.
109.
109.
120.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
120.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
117.
117.
126.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
120.
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518.
518.
518.
518.
518.
518.
530.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
530.
518.
518.
518.
518.
518.
518.
520.
520.
520.
450.
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635.
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109.
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109.
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109.
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109.
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109.
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117.
117.
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109.
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109.
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120.
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518.
518.
518.
518.
518.
518.
530.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
530.
518.
518.
518.
518.
518.
518.
520.
520.
520.
450.
520.
520.
520.
635.
635.
770.
380.
520.
520.
320.
380.
520.
520.
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520.
520.
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530.
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Cc3
Cc3
C3
C3
c4
c4
c4
c4
Cc4
c4
04
04
04
SAX
C5
C5
C5
C6
13
C6
C6
06
05
05
Cl
Cl
ol
H12
Cc2
C2
H22
H22

05
o1
H22
c7
OBM
OBN
OAY
06
Cl
N2
613
05
C2
C5
SBB
o1
C2
OBO
OBP
OBC
Cl
05
H12
N2
H22
Cc7
N2
Cc2
o7
c8
o7
c8

OAP
OAP
OAP
OBH
OBH
OBI
SAO
OAN
OAN
CAJ
CAI
CAI
OAQ
CAJ
OAQ
OAQ
OAQ
OBJ
OBJ
OBK
CAJ
CAJ
OAT
CAK
CAK
CAK
CAU
CAL
CAL
OBL
CAL
CATI
CAI
OAM
CAH

03

03

c4

C3

C3

04

C4

SAO
SAO
SAO
SAO
SAO
SAO
OAN
CAI
CAI
CAI
CAJ
CAJ
CAJ
OAQ
SAR
SAR
SAR
SAR
SAR
SAR
CAK
CAK
CAK
OAT
CAL
CAL
CAL
CAU
CAU
CAU
OAM
CAH
CAH
CAH

03

C3

C3

C3

Cc4

Cc4

C4

04

OBH
OBI
OAN
OBI
OAN
OAN
CAI
CAJ
CAH
CAH
OAQ
CAK
CAK
SAR
OBJ
OBK
OAS
OBK
OAS
OAS
OAT
CAL
CAL
HAT
CAU
OAM
OAM
OBL
OAV
OAV
CAH
OAM

03

03

C3

c4

Cc2

Cc2

04

C5

C5
SAX
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25 26 27
25 26 28
25 26 29
27 26 28
27 26 29
28 26 29
24 30 31
24 30 37
31 30 37
30 31 32
31 32 33
32 33 34
32 33 35
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34 33 35
34 33 36
35 33 36
30 37 38
37 38 39
37 38 41
39 38 41
38 39 40
23 41 38
23 41 42
38 41 42
41 42 43
41 42 44
43 42 44
42 44 45
42 44 46
45 44 46
dihedrals
ai aj ak
2 1 3
6 5 7
7 6 13
9 8 11
13 7 14
16 13 20
17 16 18
21 22 20
23 22 41
24 23 30
26 25 28
30 24 37
33 32 35
38 37 41
41 42 23
42 41 43
44 42 45
30 41 24
30 41 23
30 41 23
16 6 13
16 6 7
16 6 7
1 2 5
4 2 5
3 2 5
21 6 5
13 7 6
22 21 6
6 7 8
16 13 7
7 8 9
7 8 9
7 8 9
7 13 14
20 16 13
13 16 17
13 16 20
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20 21 6
21 6 7
16 13 7
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518.
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518.
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518.
380.
320.
520.
520.
450.
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505.
700.
415.
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610.
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518.
518.
518.
518.
518.
518.
520.
520.
320.
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530.
518.
518.
518.
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380.
320.
520.
520.
450.
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505.
700.
415.
730.
610.
685.
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imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih

04
04
04
OBM
OBM
OBN
c4
c4
C6
C5
C6
06
06
06
OBO
OBO
OBP
C5
05
05
ol
Cl
C3
C3
Cl
C2
C2
H22
N2
N2
07

SAO
CAI
CAJ
SAR
CAK
CAL
CAU
CAH

C3

C4
SAX

C5
SBB

Cl

Cc2

N2

c7

C5

C5

C5
CAL
CAL
CAL
OAP
OBI
OBH
CAH
CAK

03
CAI
CAL
CAJ
CAJ
CAJ
CAJ
OAM
CAK
CAK

03
CAI
OAM
CAH
CAL

SAX
SAX
SAX
SAX
SAX
SAX
C5
C5
C5
Co6
06
SBB
SBB
SBB
SBB
SBB
SBB
05
C1l
C1l
Cl
ol
Cc2
Cc2
Cc2
N2
N2
N2
c7
c7
Cc7

OAP
OAN
CAI
OAQ
CAJ
CAK
CAL
03
03
C3
04
C4
06
05
N2
c2
N2
C2
Cc2
C2
CAI
CAI
CAI
SAO
SAO
SAO
CAI
CAJ
CAH
CAJ
CAK
OAQ
OAQ
OAQ
CAK
CAL
CAL
CAL
CAH
CAH
CAH
CAI
CAK

OBM
OBN
OAY
OBN
OAY
OAY
613
05
05
06
SBB
OBO
OBP
OBC
OBP
OBC
OBC
Cl
o1
Cc2
C2
H12
Cl
N2
N2
H22
c7
c7
o7
c8
c8

OBH
CAJ
CAK
OBK
OAT
OAM
OBL
OAM
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C5
OBN

05
OBP

Cc2

C3
H22

o7

C4

C3

C3
CAK
CAJ
CAJ
OAN
OAN
OAN
OAN
CAI
CATI
OAQ
CAJ
SAR
SAR
SAR
OAT
CAK
CAU
OAM
OAM

03
CAI
CAJ
CAJ

OBI
CAH
OAQ
OBJ
CAL
CAU
OAV
CAI

Cc4

04
OBM

Coé
OBO
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Cl

c7

c8

Cl

Cl

05
CAH
CAH
OAM
CAI
CAI
CAI
SAO
OAN
OAN
SAR
CAI
OAS
OBJ
OBK
HAT
CAJ
OAV
CAH
CAL

C3
CAJ
CAK
CAI
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dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
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dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih

CAI
CAK
OAM
CAU
CAU
OAM
CAK
OAQ
OAQ
CAL
OAT
OAT
OAT
03
03
03
CAK
CAK
OAM
OAM
CAH
CAI
CAJ
CATI
c2
C5
N2
C3
05
Cc4
Cc4
Cc4
06
Cc4
C5
613
613
(619
C2
05
N2
C3
c8
05
Cl
C5
C2
C4
05
613
Coé
05
C4
03
03
C5
04
04
04
ol
ol
ol
c4
05
Cl
Cc2
C5
C3
Cc2

CAH
CAL
CAL
CAL
CAL
CAH
CAJ
CAJ
CAJ
CAK
CAK
CAK
CAK
CAH
CAH
CAH
CAL
CAL
CAL
CAL
CAI
CAJ
CAK
CAH
C3
Cc4
C2
Cc4
C5
04
04
04
613
C5
Coé
06
06
06
Cl
Cl
Cc2
C2
c7
Cl
Cc2
C4
Cl
C5
C5
C5
C5
Cl
C3
C3
C3
Cc4
C4
C4
Cc4
Cl
Cl
Cl
C5
C5
Cc2
C3
C6
c4
Cl

OAM
OAM
CAK
CAK
CAK
CAI
CAI
CAI
CAI
CAJ
CAJ
CAJ
CAL
CAI
CAI
OAM
CAU
CAU
CAU
CAU
OAN
OAQ
OAT
03
03
C3
C3
04
Cc4
SAX
SAX
SAX
C5
05
06
SBB
SBB
SBB
05
ol
Cl
N2
N2
Cc2
C3
C3
05
05
C4
C4
C4
C2
Cc2
Cc2
C2
C3
C3
C3
C5
C2
Cc2
05
C6
613
N2
03
06
04
ol

CAL
CAH
CAJ
CAJ
OAT
OAN
OAN
OAN
CAH
OAQ
OAQ
CAI
OAM
CAJ
OAN
CAL
OAV
OBL
OAV
OBL
SAO
SAR
HAT
C3
CAH
03
03
SAX
C3
OAY
OBN
OBM
Cc4
Cl
SBB
OBC
OBP
OBO
C5
H12
05
c7
c2
C3
C4
c2
C5
Cl
C3
C3
04
N2
N2
N2
Cl
03
03
Cc2
05
C3
N2
C5
06
06
H22
CAH
SBB
SAX
H12
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CS pl1-—4ligado

[ moleculetype ]
; Name nrexcl
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type
OM
¢
OM
CH1
OA
CH1
OA
H
CH1
OA
H
CH1
OA
H
CH1
OA
CH1
OA
CH1
CH2
OA

CH1
OA

CH1
OA

[eNoNeoNeoNoNeoNoNololoNoloNoBoBoloNololoNoloNoNoNoNolNoNolNo)

0,
.125
.125
.153
.144
.152
.144
.144
.152
.100
.144
.152
.100
.144
.152
.100
.144
.144
.144
.152
.144
.153
.152
.143
.100
.144
.152
.100

p-D-GalpNAc- (1—4) -f-D-GlcpA

resnr resid
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DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG

13400000.
13400000.
7150000.
6100000.
5430000.
6100000.
6100000.
5430000.
15700000.
6100000.
5430000.
15700000.
6100000.
5430000.
15700000.
6100000.
6100000.
6100000.
5430000.
6100000.
7150000.
5430000.
8180000.
15700000.
6100000.
5430000.
15700000.

atom
OAO
CAN
OAZ
CAI
OAJ
CAK
OAR
HAR
CAL
OAQ
HAQ
CAM
OAP
HAP
CAH
01
C1
05
C5
C6
06
H63
c4
04
H42
C3
03
H32
c2
N2
H22
Cc7
o7
Cc8
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.125
.125
.153
.144
.152
.144
.144
.152
.100
.144
.152
.100
.144
.152
.100
.144
.144
.144
.152
.144
.153
.152
.143
.100
.144
.152
.100

charge
0.172
-0.586
-0.586
0.242
-0.242
0.160
-0.400
0.240
0.160
-0.400
0.240
0.160
-0.400
0.240
0.142
-0.396
0.254
-0.242
0.242
0.160
-0.400
0.240
0.160
-0.400
0.240
0.160
-0.400
0.240
0.094
-0.231
0.201
0.271
-0.405
0.070

13400000.
13400000.
7150000.
6100000.
5430000.
6100000.
6100000.
5430000.
15700000.
6100000.
5430000.
15700000.
6100000.
5430000.
15700000.
6100000.
6100000.
6100000.
5430000.
6100000.
7150000.
5430000.
8180000.
15700000.
6100000.
5430000.
15700000.

15.
12.
15.
13.
15.
13.
15.
.0080
13.
15.
.0080
13.
15.
.0080
13.
15.
13.
15.
13.
14.
15.
.0080
13.
15.
.0080
13.
15.
.0080
13.
14.
.0080
12.
15.
15.

OO OO OO ODODODODODODODODODODODODOODOOOOOo oo

mass
9994
0110
9994
0190
9994
0190
9994

0190
9994

0190
9994

0190
9994
0190
9994
0190
0270
9994

0190
9994

0190
9994

0190
0067

0110
9994
0350

CAN
CAN
CAI
CAI
CAI
CAK
CAK
CAK
OAR
CAL
CAL
OAQ
CAM
CAM
OAP
CAH
Cl
Cl
Cl
C5
C5
C5
613
06
c4
C4
04

OAO
OAZ
CAN
OAJ
CAH
OAJ
OAR
CAL
HAR
OAQ
CAM
HAQ
OAP
CAH
HAP
ol
ol
05
Cc2
05
C6
c4
06
H63
04
C3
H42
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26
26
27
29
30
32
32
32

[ pairs 1]

27
29
28
30
31
30
33
34

; al aj
1 5
1 15
2 6
2 12
2 16
3 5
3 15
4 7
4 9
4 13
4 17
5 8
5 10
5 12
5 16
6 11
6 13
6 15
7 10
712
8 9
9 14
9 16

10 13
10 15
11 12
12 17
13 16
14 15
15 18
15 29
16 19
16 26
16 30
17 20
17 23
17 27
17 31
17 32
18 21
18 24
18 26
18 30
19 22
19 25
19 27
19 29
20 24
20 26
21 23
23 28
23 30
24 27
24 29
25 26
26 31
26 32
27 30
28 29
29 33
29 34
31 33
31 34
[ angles
; ali aj

NN DNDDNDDNDDNDDN

PR RPRPRPRPRPRPRPRRRRRPRPRPRRRRRPRRRPRPRRRRPRPRRPRPRRRRPRPRRPRRERERRRRPRPRERERRRRRPRPRRPRREPEPRPRERERPRPRRERRERERRRRERC

ak

.144
.152
.100
.147
.100
.134
.123
.153

O OO OO O OoOo

c0, cl1,

cO,

6100000.
5430000.
15700000.
8710000.
18700000.
10500000.
16600000.
7150000.

cl,

O OO OO O OoOo

O OO OO O OoOo

.144
.152
.100
.147
.100
.134
.123
.153

6100000.
5430000.
15700000.
8710000.
18700000.
10500000.
16600000.
7150000.

O OO OO O oOo

Cc3
Cc3
03
Cc2
N2
c7
c7
c7

OAO
OAO
CAN
CAN
CAN
OAZ
OAZ
CATI
CAI
CAI
CAI
OAJ
OAJ
OAJ
OAJ
CAK
CAK
CAK
OAR
OAR
HAR
CAL
CAL
OAQ
OAQ
HAQ
CAM
OAP
HAP
CAH
CAH
ol
ol
ol
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
05
05
05
05
C5
C5
C5
C5
Coé
Coé
06
Cc4
c4
04
04
H42
C3
C3
03
H32
Cc2
Cc2
H22
H22

03
c2
H32
N2
H22
N2
07
c8

OAJ
CAH
CAK
CAM
ol
OAJ
CAH
OAR
CAL
OAP
Cl
HAR
OAQ
CAM
ol
HAQ
OAP
CAH
OAQ
CAM
CAL
HAP
ol
OAP
CAH
CAM
Cl
ol
CAH
05
C2
C5
C3
N2
Coé
Cc4
03
H22
c7
06
04
C3
N2
H63
H42
03
Cc2
04
C3
Cc4
H32
N2
03
Cc2
C3
H22
c7
N2
Cc2
07
c8
07
c8

52



1 2 3
1 2 4
3 2 4
2 4 5
2 4 15
5 4 15
4 5 6
5 6 7
5 6 9
7 6 9
6 7 8
6 9 10
6 9 12
10 9 12
9 10 11
9 12 13
9 12 15
13 12 15
12 13 14
4 15 12
4 15 16
12 15 16
15 16 17
16 17 18
16 17 29
18 17 29
17 18 19
18 19 20
18 19 23
20 19 23
19 20 21
20 21 22
19 23 24
19 23 26
24 23 26
23 24 25
23 26 27
23 26 29
27 26 29
26 27 28
17 29 26
17 29 30
26 29 30
29 30 31
29 30 32
31 30 32
30 32 33
30 32 34
33 32 34
dihedrals
ai aj ak
2 1 3
4 2 15
6 5 9
9 6 10
12 9 15
15 16 4
17 16 18
19 18 20
23 19 24
26 23 27
29 30 26
30 29 31
32 30 33
19 29 23
19 29 26
19 29 26
4 9 15
4 9 12
4 9 12
15 4 2
2 4 5
16 15 4
9 6 5
5 6 7
12 9 6

NDNONNNDNNDNNDNDNODNNDNNONNNNDNNNDNODNNDNNDNODNNNNDNNNODNDNDNDNONNONNNNDNDNDNDNNNDNDNNNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDDNDNDDND

P RPRPRPWOWWRNMNNDNNDRE PR ju)
YO I I BN JOOYWWONWNDU D

U oD N oY U oY

FPRPRPRPRPRPLODODONNODONNNODNONNNONONNDNONDNNDNE

126.
117.
117.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
120.
122.
123.
124.
115.
121.

[eoNeNeNoNeNe N6 NC N, INC, IC, NE; RC IC INE C, NC, RE RE INE) INC, NC, IC; RE I E, INE, C, IE; I C I C) BNC, G, I, I G I E, IE, BNC, IC, I G IE INC, BNC, B C, IC, NG I C) e oo}

cO,

O OO OO OPRONPONOOWWWWWWWWWWOoAONn

O O O oo

ey
~

770.
635.
635.
520.
520.
520.
380.
320.
520.
520.
450.
520.
520.
520.
450.
520.
520.
520.
450.
520.
520.
520.
380.
320.
520.
520.
380.
320.
520.
520.
520.
450.
520.
520.
520.
450.
520.
520.
520.
450.
520.
520.
520.
505.
700.
415.
730.
610.
685.

2

167.
334.
334.
334.
334.
334.
334.
334.
334.
334.
334.
167.
167.
334.
334.
334.
334.
334.
334.

R WO w

O OO OO OO ODODOODODODODODODODOODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODOOOOOOOoOo

O W 00 W00 O 0o 00 Co 0 0 ™ 0 00 OO O O C O 00 b -«

wWwwwwo

126.
117.
117.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
120.
122.
123.
124.
115.
121.

O O O oo

[eoNeNeNoNe Ne N6 INC I, INC, JC, NE; RE IC INE C, NC, RC RE INE INC, NC, IC, R E I E, INE, C, IE; R E I C, BNC, G, E, I G I E, INE, BNC, IC, I G IE, INC, BNC, N C, IC; G I E) e oo}

O OO OO PPONPPONODODWWWWWWWWWwWOo

167.
334.
334.
334.
334.
334.
334.
334.
334.
334.
334.
167.
167.
334.
334.
334.
334.
334.
334.

R WO w

O W 00 W o O 0o 00 C 0 0 ™ 0 00 OO0 O C O 0

770.
635.
635.
520.
520.
520.
380.
320.
520.
520.
450.
520.
520.
520.
450.
520.
520.
520.
450.
520.
520.
520.
380.
320.
520.
520.
380.
320.
520.
520.
520.
450.
520.
520.
520.
450.
520.
520.
520.
450.
520.
520.
520.
505.
700.
415.
730.
610.
685.

wWwwwwo

O OO OO OO ODODOODODODODODODODODODODODODODODODOODODODODODODODODODODODODODODODOOOOOOOoOo

imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
dih
dih
dih
dih
dih
dih

OAO
OAO
OAZ
CAN
CAN
OAJ
CAI
OAJ
OAJ
OAR
CAK
CAK
CAK
OAQ
CAL
CAL
CAL
OAP
CAM
CAI
CAI
CAM
CAH
ol
ol
05
Cl
05
05
Coé
C5
613
C5
C5
04
Cc4
Cc4
Cc4
03
C3
Cl
Cl
C3
Cc2
Cc2
H22
N2
N2
o7

CAN
CAI
CAK
CAL
CAM
CAH
Cl
C5
Cc4
C3
C2
N2
c7
C5
C5
C5
CAI
CAI
CATI
CAH
CAN
ol
CAL
OAJ
CAM

CAN
CAN
CAN
CAI
CAI
CAI
OAJ
CAK
CAK
CAK
OAR
CAL
CAL
CAL
OAQ
CAM
CAM
CAM
OAP
CAH
CAH
CAH
0ol
Cl
Cl
Cl
05
C5
C5
C5
Coé
06
Cc4
Cc4
Cc4
04
C3
C3
C3
03
Cc2
C2
C2
N2
N2
N2
c7
Cc7
c7

OAO
CAN
OAJ
CAK
CAL
ol
ol
05
C5
c4
N2
C2
N2
Cc2
C2
C2
CAL
CAL
CAL
CATI
CAI
CAH
CAK
CAK
CAL

OAZ
CAI
CAI
OAJ
CAH
CAH
CAK
OAR
CAL
CAL
HAR
OAQ
CAM
CAM
HAQ
OAP
CAH
CAH
HAP
CAM
ol
ol
Cl
05
Cc2
C2
C5
613
Cc4
Cc4
06
H63
04
C3
C3
H42
03
C2
C2
H32
C3
N2
N2
H22
c7
c7
07
Cc8
c8

OAZ
CAH
CAL
OAQ
CAH
CAI
05
Coé
04
03
C3
H22
o7
c4
C3
C3
CAH
CAM
CAM
CAN
OAJ
CAI
OAJ
OAR
CAK

CAI
OAJ
OAR
CAM
OAP
CAM
c2
C4
C3
Cc2
Cl
c7
Cc8
Cl
Cl
05
CAK
CAK
OAJ
OAO
CAK
CAN
CAI
HAR
OAJ
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6
15

16

29
16

23
21
26
19
19
29
23
30
17
34
18
17
29
20
20
18

17
27
27
29
18
26
23
23
17
29
26

9
12
12
15
15
17
17
29
19
20
23
20
23
26
26
29
29
32
17
29
17
19
19
17
29
29
26
26
26
19
29
19
19
29
26
23

10

13
12
16
16
18
17
18
19
19
21
24
23
27
26
30
30
29
26
18
23
23
29
26
26
23
23
23
23
17
20
20
30
27
24

11

14

17
15
19
16
17
18
18
22
25
19
28
23
32
29
26

19
26
24
30
27
27
19
24
24
24
16
21
21
31
28
25

PR RPRRPRPRPRPRPRRRRRPRPRPRRRRRPRPRRPRRERERRPRRRPRRRERRRRRRERRRR

OO OO OO OO ODODODOODODODODODODODODODODODODODOODODOOOOOOoOoOo

OO OO OO OO ODODODOODODODODODOODODODODODODODOODODOOOOOOoOoOo

PR RPRPOOOOONONOOONNOOOOWOAOOWWARr R P OOOWOWwwwueE ok
WwwwwuOUuRr ORF OUOURFRF WVWWOWWWOU OWOWWWOWWWWWOWWOWOWowWwwWww

WWWWWWWWWWWwWwWwWWWWWNWWWWWWWWWWwWwWwWwWwwWwww

OO OO OO OO ODODODOODODODODODOODODODODODODODOODODOOOOOOoOoOo

OO OO OO OO ODODODOODODODODODOODODODODODODODODODODOOOOOOoOoOo

PR RPRPOOOOONONOOONNOOOWOAOOWWARr OORFRRPOOOOWOWwwwueEoeR
WwwwwuoOur ORF O©UOURFRF WVWWOWWWOU OWOWWLWWWWWOWWOWOWwowWwWww

WWWWWWWWWWWWWWWWWWNWWWWWWWWWWwWWwWWwWwww

dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih
dih

CAK
CAH
CAL
o1
CAI
C2
o1
N2
c4
06
C3
C5
C5
C2
c4
N2
Cl
c8
05
Cl
C2
(619
613
05
N2
Cl
03
03
Cc2
05
C3
Cc4
Cc4
Cl
C2
C3

CAL
CAM
CAM
CAH
CAH
Cl
Cl
Cc2
C5
Co
c4
613
c4
C3
C3
Cc2
C2
c7
C1l
Cc2
Cl
C5
C5
Cl
Cc2
C2
C3
C3
C3
C5
C2
C5
C5
C2
C3
Cc4

OAQ
CAL
OAP
CAM
ol
ol
05
Cl
05
C5
C5
06
04
Cc4
03
C3
N2
N2
c2
C3
05
c4
Cc4
Cc2
C3
C3
c4
Cc4
Cc4
c4
Cl
C6
C6
N2
03
04

HAQ
CAK
HAP
CAL
Cl
CAH
C5
ol
Cl
05
05
H63
H42
C5
H32
c4
Cc7
C2
C3
c4
C5
C3
04
N2
03
03
C5
04
04
04
ol
06
06
H22
H32
H42
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8.1.4 OSCS pl—4ligado

[ moleculetype ]
; Name nrexcl

DRG

CwWwwOWw-JJooo NN

= e
D w w o

N
QO J 00wy

Jy
w W

[ e e
o NP o

3

type
oM
SDMSO
oM

oM

(O):
CH1
CH1
(O):
SDMSO
oM

oM

oM
CH1
OA

OA
CH1

oM
oM
CH1
OA
CH1
OA
CH1
CH2
OA
SDMSO
oM
oM
oM
CH1
OA
SDMSO
oM
oM
oM
CH1

DNV NDNDDNDNDNDNDNDMNDNDNDNDNDNDC

p-D-GalpNAc4S6S - (1—4)-p-D-GlcpA2S3S

eNoNoNoBoNeoloNolNoloNeoloNolNoNoNolNo)

o
~

resnr resid

1

PR R RPRPRRPRRPRRRRRRPRRPRRRRRPRRPRPRRRRPRPRRPRRERRRPRPRRERERRRRPRRRERRRRR R

cl,
.153
.153
.153
.153
.144
.152
.152
.144
.152
.153
.153
.153
.153
.144
.144
.100

DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG
DRG

8040000.
8040000.
8040000.
8040000.
6100000.
5430000.
5430000.
6100000.
5430000.
8040000.
8040000.
8040000.
8040000.
6100000.
6100000.
15700000.

atom
OBA
SAZ
OBJ
OBK
OAY
CAQ
CAR
OAV
SAW
OBH
OBI
OAX
CAS
OBD
HBD
OAT
CAU
CBB
OBL
OBC
CAP
ok
Ccl
05
C5
Cé6
06
SAM
OBO
OBP
OAN
c4
04
SAT
OBM
OBN
OAJ
C3
03
H32
C2
N2
H22
c7
07
c8

O OO OO ODODOOOOOOOooo

cgnr

O OO OO ODODOOOOOOOoo

OWWWWOWOWMWOPOMTITAANNTTUEDWWWNNRNONNN R PR

PR R RR PR
PR RRRPRPROOOW

.153
.153
.153
.153
.144
.152
.152
.144
.152
.153
.153
.153
.153
.144
.144
.100

charge
-0.774
1.612
-0.774
-0.774
-0.515
0.225
0.225
-0.515
1.612
-0.774
-0.774
-0.774
0.160
-0.400
0.240
-0.242
0.242
0.172
-0.586
-0.586
0.142
-0.396
0.254
-0.242
0.242
0.225
-0.515
1.612
-0.774
-0.774
-0.774
0.225
-0.515
1.612
-0.774
-0.774
-0.774
0.160
-0.400
0.240
0.094
-0.231
0.201
0.271
-0.405
0.070

8040000.
8040000.
8040000.
8040000.
6100000.
5430000.
5430000.
6100000.
5430000.
8040000.
8040000.
8040000.
8040000.
6100000.
6100000.
15700000.

15.
32.
15.
15.
15.
13.
13.
15.
32.
15.
15.
15.
13.
15.
.0080
15.
13.
12.
15.
15.
13.
15.
13.
15.
13.
.0270
15.
32.
15.
15.
15.
13.
15.
32.
15.
15.
15.
13.
15.
.0080
13.
14.
.0080
12.
15.
15.

14

O OO OO ODODODOOOOOOOoOo

mass
9994
0600
9994
9994
9994
0190
0190
9994
0600
9994
9994
9994
0190
9994

9994
0190
0110
9994
9994
0190
9994
0190
9994
0190

9994
0600
9994
9994
9994
0190
9994
0600
9994
9994
9994
0190
9994

0190
0067

0110
9994
0350

SAZ
SAZ
SAZ
SAZ
CAQ
CAQ
CAQ
CAR
CAR
SAW
SAW
SAW
SAW
CAS
CAS
OBD

(*Cy)

OBA
OBJ
OBK
OAY
OAY
CAR
CAP
OAV
CAS
OAV
OBH
OBI
OAX
OBD
OAT
HBD
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17 16
17 18
17 21
18 19
18 20
21 22
23 22
23 24
23 41
25 24
25 26
25 32
26 27
28 27
28 29
28 30
28 31
32 33
32 38
34 33
34 35
34 36
34 37
38 39
38 41
39 40
41 42
42 43
44 42
44 45
44 46
[ pairs 1]
; al aj
1 6
2 7
2 21
3 6
4 6
5 8
5 13
5 17
5 22
6 9
6 14
6 16
6 18
6 23
7 10
7 11
7 12
7 15
7 17
7 22
8 14
8 16
8 21
9 13
13 18
13 21
14 17
15 16
16 19
16 20
16 22
17 23
18 22
19 21
20 21
21 24
21 41
22 25
22 38
22 42
23 26
23 32
23 39

NN NDNDNNONNDNNNNODNDNDNDNNNNNNNNNNODNDNDNDNDNDNNDNDMNDNDDNDDNDDNDDNDDND

PR RPRPRPRPRPRPRRPRPRPRRPRRRRPRPRRPRRERERRRRRERRRRRPRRRRRRPRRRRERRERRRERECC

.144
.153
.152
.125
.125
.144
.144
.144
.152
.144
.153
.152
.143
.153
.153
.153
.153
.144
.152
.153
.153
.153
.153
.144
.152
.100
.147
.100
.134
.123
.153

O OO OO OO ODODODODOODODODODODODODODODODODODOOOOOOoOo

c0, cl,

6100000.
7150000.
5430000.
13400000.
13400000.
6100000.
6100000.
6100000.
5430000.
6100000.
7150000.
5430000.
8180000.
8040000.
8040000.
8040000.
8040000.
6100000.
5430000.
8040000.
8040000.
8040000.
8040000.
6100000.
5430000.
15700000.
8710000.
18700000.
10500000.
16600000.
7150000.

O OO OO OO ODODODODOODODODODODODODODODODODODOOOOOOoOo

O OO OO OO ODODODODOODODODODODODODODODODODODOOOOOOoOo

.144
.153
.152
.125
.125
.144
.144
.144
.152
.144
.153
.152
.143
.153
.153
.153
.153
.144
.152
.153
.153
.153
.153
.144
.152
.100
.147
.100
.134
.123
.153

6100000.
7150000.
5430000.
13400000.
13400000.
6100000.
6100000.
6100000.
5430000.
6100000.
7150000.
5430000.
8180000.
8040000.
8040000.
8040000.
8040000.
6100000.
5430000.
8040000.
8040000.
8040000.
8040000.
6100000.
5430000.
15700000.
8710000.
18700000.
10500000.
16600000.
7150000.

O OO OO OO ODODODODODODODODODODODODODODODODODOOOOOOoOo

CAU
CAU
CAU
CBB
CBB
CAP
Cl
Cl
Cl
C5
C5
C5
Co
SAM
SAM
SAM
SAM
c4
c4
SATI
SATI
SATI
SAI
C3
C3
03
C2
N2
c7
c7
c7

OBA
SAZ
SAZ
OBJ
OBK
OAY
OAY
OAY
OAY
CAQ
CAQ
CAQ
CAQ
CAQ
CAR
CAR
CAR
CAR
CAR
CAR
OAV
OAV
OAV
SAW
CAS
CAS
OBD
HBD
OAT
OAT
OAT
CAU
CBB
OBL
OBC
CAP
CAP

o1l

o1l

ol

Cl

Cl

Cl

OAT
CBB
CAP
OBL
OBC
ol
o1
05
C2
05
613
c4
06
06
OBO
OBP
OAN
04
C3
04
OBM
OBN
OAJ
03
c2
H32
N2
H22
N2
o7
c8

CAQ
CAR
CAP
CAQ
CAQ
OAV
CAS
CAU
ol
SAW
OBD
OAT
CBB
Cl
OBH
OBI
OAX
HBD
CAU
ol
OBD
OAT
CAP
CAS
CBB
CAP
CAU
OAT
OBL
OBC
ol
Cl
o1l
CAP
CAP
05
C2
C5
C3
N2
cé
C4
03

56



23 43
23 44
24 27
24 33
24 38
24 42
25 28
25 34
25 39
25 41
26 29
26 30
26 31
26 33
26 38
27 32
32 35
32 36
32 37
32 40
32 42
33 39
33 41
34 38
38 43
38 44
39 42
40 41
41 45
41 4o
43 45
43 46
[ angles
; al aj
1 2
1 2
1 2
3 2
3 2
4 2
2 5
5 6
5 6
7 6
6 7
6 7
8 7
7 8
8 9
8 9
8 9
10 9
10 9
11 9
7 13
7 13
14 13
13 14
13 16
16 17
16 17
18 17
17 18
17 18
19 18
6 21
6 21
17 21
21 22
22 23
22 23
24 23
23 24
24 25
24 25
26 25

PR RPRPRPRPRPRRRRRRPRPRRPRRRRPRRPRPRERRRRRLRERERRRRR

~ oGO WA

SN
[y

WWRONEBNMNNOMNNNNRPNNREFNONNRRERERRRRRPS PP =
NNOANORRPBEWNNJOOWRR®OJUAABNNRENREOWOWW®

D NONMNDNONNDNNDNDNMNDNDNNDNNODNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDMNDNDMNDMNDNDNDNDMNDMNDMNDNDMNDMNDNDNDNDNDC

cQO,

109.
109.
109.
109.
109.
109.
120.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
120.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
117.
117.
126.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.

=
~
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