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1. Modelagem de sistemas bioldgicos 1. Modelagem de sistemas bioldgicos

1.1. Alvos moleculares 1.1. Alvos moleculares
= Quem s&o os sistemas biolégicos-alvos da modelagem molecular? L} Considerando que, a exce¢do de membranas, as demais
» Biomacromoléculas: biomacromoléculas s&o polimeros:
< Proteinas e seus moduladores; > Avariabili (e comr ) estrutural a de: i Ty °E\")R\
<+ Em geral pequenas moléculas, sintéticas ou naturais; < Numero de diferentes substituintes R; E I
Acidos nucléicos; < Namero de possiveis conexdes entre monémeros.
Membranas; 0 =
< Carboidratos. » No caso de proteinas: *
< 20 aminoacidos codificados no genoma; ORQ 4, @
> Agregados moleculares: < Embora diversos outros existam. of °'§Q§°z £
s Complexos protéicos; o o&’g
Proteinas inseridas em membranas; » No caso de acidos nucléicos: o
< Acidos nucléicos complexados a proteinas. < 4 bases nitrogenadas de DNA;
4 bases nitrogenadas de RNA; . 0_(\:90 g o
» Mas a grande maioria dos trabalhos computacionais (incluindo parametrizagao) < 3 s&do comuns, gerando um total de ,j "o’j{v;, 0)-\;50
é baseada em proteinas. Freqlientemente inexistem parametros para outras 5 grupos R. . ¢ 07:(5; o=, S
biomoléculas nos campos de forga mais comumente utilizados. H v "/j
< Porque? R :

» E para carboidratos? H




1.Modelagem de sistemas bioldgicos 1. Modelagem de sistemas biolégicos
1.2. O caso dos carboidratos 1.2. O caso dos carboidratos
L} Considerando que, a excegdo de membranas, as demais L} Diferentes formas de carboidratos encontradas na natureza:

biomacromoléculas sdo polimeros:

o . . B R” Oligossacarideos Polissacarideos 'z Glicosaminoglicanos
> Avari (e ) estrutural de: /]\ iy ‘I\ﬂ)\
< Namero de diferentes substituintes R; Y
< Numero de possiveis conexdes entre monémeros. "
Dissacarideos Glicolipideos
> No caso de carboidratos: o
< Numero de possiveis monémeros (>100); OR: 3 p )
< Mdltiplas ligagdes possiveis; of 0{ ., N ideos Carboidratos ? I
% Efeito anomérico (c, B). ¢ -
< Estes fatores ilustram as razdes pelas quais
tais biomoléculas sdo umas das menos o Saponinas Glicoconjugados
estudadas por técnica computacionais. . o_\,\,;,o'o . f;)?éao
o,j ’ ;(y/:g =, 0 f
< Ah, mais uma coisa: qual tipo de carboidrato? R N G/j Glicoflavondides 1 cop otelgets Gomas

- A - A

1. Modelagem de sistemas biologicos 2. Modelagem de carboidratos
1.2. O caso dos carboidratos 2.1. O caso das glicoproteinas
=  Complexidade da informagdo associada a diferentes macromoléculas =  Como entendemos a estrutura de proteinas: i o
biologicas: DNA synthesis > Evemo_s .co- ou pos-traducionais
(replication) envolvidos:
< Enovelamento;
DNA < Fomagao de pontes dissulfeto;
Genome DNA <  Glicosilagao;
\ Transcription < Fosforilagao;
Template-driven 50
Transcriptome RNA esses RNA synthesis . iu"ta.ltacfo’
N.:nslauon nuclotides | (transcription) Lif;d'a"(‘;i ;
i RNA < Hidroxilagéo;
Proteome Protein E‘:Q;ﬁ.:ﬁlcagb:;"ﬁr?esg = Metilagao;
— _— % Acido g-carboxi glutamamico;
Glycan protein synthasls % S-nitrosilaggo;
lati g
Glycome ‘ l (zansiation) < Formilagéo;
PROTEIN % Deamidagao;
Potential chemical information content < Citrulinagao;
og scale) amino acids < FAD;
[IPITTR—————— s Etc.
" "
2. Modelagem de carboidratos 2. Modelagem de carboidratos
2.1. O caso das glicoproteinas 2.1. O caso das glicoproteinas
= Diversos tipos de glicosilagéo identificados até o momento: ®=  Tipos de N-glicosilagdo, no residuo de Asn, conhecidos:
» Modificagées co- e pés-traducionais... > N-glicosilagéo ocorre no Reticulo Endoplasmatico:
@ o < Variagbes em estruturas centrais e externas ndo determinadas no gene.
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Pol-Fachin & Verli., Molecular modeling on the characterization of glycoproteins conformation, Em Strategies for the determination of Dwek et al., Chem. Rev., 1996, 96, 863.
carbohydrates structure and conformation, 2010 3 . Rev., , 96, 863.
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2. Modelagem de carboidratos 2. Modelagem de carboidratos
2.1. O caso das glicoproteinas 2.1. O caso das glicoproteinas
=  Tipos de N-glicosilagdo, no residuo de Asn, conhecidos: = Aspectos conformacionais:
» N-glicosilagao ocorre no Reticulo Endoplasmatico: » Implicagdes para a interpretagéo do papel funcional de glicanas...

< Variagdes em estruturas centrais e externas ndo determinadas no gene.
< Variagoes adicionais no tipo complexo.
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Dwek et al., Chem. Rev., 1996, 96, 863. Pol-Fachin & Verli., Mini Rev. Org. Chem., in press.
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2. Modelagem de carboidratos 2. Modelagem de carboidratos

2.2. Fontes de informagao estrutural 2.3. Estratégia empregada
=  Limitagdo dos principais métodos no estudo de estruturas 3D de L} Desafios imediatos incluem:
carboidratos: > Parametrizagdo de residuos ap grupos iclicos diferente de
> Cristalografia de raios-X: hidroxila;
%  Efeitos de ‘o cristalino,  p istorgd » Parametrizagdo de grupos exociclicos hipervalentes (i.e. sulfato e fosfato);
conformacionais, principalmente sobre a ligagao glicosidica e anéis; » Parametrizagao de diferentes conectividades monossacarideo-aminoacidos;
% Assinalamento errado das isoformas o/p para um dado monossacarideo; > Controle do efeito de grupos hipervalentes sobre a geometria e conformagéo
«  Assinalamento errado dos monossacarideos constituintes. de monossacarideos;
» RMN: » Coordenagéo de metais.
< Pequeno numero de sinais de NOEs para caracterizagao conformacional;
< Os dados obtidos s&o referentes a geometrias médias, que podem nao ter = Como nosso grupo tem lidado com estes desafios?

significado fisico real.
» Modelagem molecular:
< Adequagao do campo de for¢ga empregado ao sistema em estudo;
< Inclusdo das varidveis e componentes moleculares relevantes ao
processo em estudo;

< Tamanho do espago conformacional simulado.

» Escolha de procedimentos rapidos e ageis para a obtengéo de parametros;
» Parametrizagao de multiplos residuos:
< Namero de possiveis monémeros (>100)!

F
2. Modelagem de carboidratos 2. Modelagem de carboidratos

2.3. Estratégia empregada 2.3. Estratégia empregada
®=  Procedimentos: ®=  Estado conformacional de glicanas:
»  Minimizagdo de mono- e dissacarideos na base HF/3-21G; NeUACZ—6) B Gal(1 4B GicAG (12 aMan
»  Singel point na base HF/6-31G™; 4
» Obtengao de cargas de Lowdin; B (1415 GAC 145 BENAS (1A

» Uso de topologias derivadas do servidor Prodrg, complementadas por diedros |
inclusos nos monossacarideos descritos no campo de forga GROMOS96 43a1; oA 0 Gal(1-p GeNAC(1 =2y elan
» Um conjunto de diedros impréprios adicionais se tornou necessario:
< Controle da conformagao das hexopiranoses;
< Cadeiras;
«+ Botes-torcidos.

< Impedir a distorgéo dos anéis durante as simulagdes, principalmente em
compostos sulfatados.
» Parametrizagao de mutiplas conectividades:
< Mdltiplas ligagdes possiveis (1—2, 1-3, 14, 156, e etc.).

s

Pol-Fachin & Verli, Mini-Rev. Org. Chem., in press.



2. Modelagem de carboidratos 2. Modelagem de carboidratos
2.3. Estratégia empregada 2.4. Conexdes validadas até o momento
=  Construgéo do modelo glicoprotéico: = NOESY: = Angulos de diedro (¢ e y):
Wh;LM _r B-Glc-(1—4)-Gle > a-ldoA2S-(1-4)-GIcNS,6S (IdoA 'C,)
v . > B-Clo(1-4)- -%Tal > a-ldoA2S-(1—4)-GIcNS 68 (IdoA 2S,,)
o e > G-GICNS 6S-(1—4)-IdoA2S (IdoA 'C,)
< g: ch:(( o 4;: o > -GINS 65-(1—4)-1doA2S (IdoA2S,,)
> a-GlcA-(1-3)-Man > aMan-(1-2)-Man
» a-Man-(1-3)-Glc > o-Man-(1-3)-Man
> a-Gal-(1-2)-GlcA > a-Man-(1—6)-Man
» a-Rha-(1-2)-GIcA > B-Man-(1—4)-GlcNAc
> a-Rha-(1—3)-GIcA > B-Gal-(1—4)-GlcNAc
> a-Rha-(1-4)-GlcA > B-GlcNAc-(1-4)-GIcNAc
> B-Gal(1-2)-Rha > B-GlcNAc-(1-2)-Man
> B-Gal-(1—6)-Man > a-Fuc-(1-6)-GlcNAc
> B-Gal2S-(1-3)-Gal > (12 dissacarideos)
> B-Gal-(1-3)-Gal2s
» (15 dissacarideos)

> Dentre um total de ~100 dissacarideos
Pol-Fachin, Serralo & Verl, Carbohydr. Res. 2010, accepled, Pedebos, Pol-Fachin & Verl, in preparation, Castro of al, J. Biol.
Chem., 2009, 284, 18790; Pol-Fachin & Verli, Carbohydr. Res., 2008, 343, 1435; Fernades et al., Carbohydr. Res. 2010, 345, 663.

Pol-Fachin & Verli, Mini-Rev. Org. Chem., in press.
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3. Alguns exemplos de aplicagdes 3. Alguns exemplos de aplicacdes
3.1. Estudo de GAGs 3.1. Estudo de GAGs
=  Sobre os dados experimentais para a geometria da heparina: L} Uso das cargas geradas por outros grupos:
IdoA-(1-+4)-GIcNS GICNS-(1-+4)-IdoA Contents lists available at ScienceDirect
0 v 0 v Carbohydrate Research ﬂ
Khan et al, 2010 AVerage Tom 05 sl stuciures 75310 15513 78316 103518 ELSEVIER Journal nomenages www.olsevier comlocatelcarres
Average fiom 19 cystal stuclures 7920 192419 84122 100£19

Khan ef al,, 2010
Mulloy et al., 1993 NMR structure 55 135 108 £ Can current force fields ring ing in 2-O-sulfc idy
acid? A molecular dynamics simulation study

Pol-Fachin & Verli, 2008 Disaccharide MD (idoA 'Cy) 11328 98131 7714 90%11

Verll & Guimardes, 2004 DocasaccharideMD (WoA'C)  -124%18 95211 8012 99il Neha . Gandri®, Ricardo L Mancera -

Pol-Fachin & Verii, 2003 Disaccharide MD (idoA o) 8433 114232 94820 14417 LB o ke 3 o, O

Verli & Guimardes, 2004 Decasaccharide MD (IdoA *So) 75811 123211 9714 115215 f:!iﬁ’ff.&i’iiil NMR coupling constans (*u. Hz) for 140A2S and calculated MD
Knan et al, 2010 916 S5:25 13821 105226  90%32 == P
Khan et al,, 2010 dp24 40%24  139+27 97+29  90+29 G
7
Khan et al, 2010 936 53xa  131£81 127221 75%27 e an 16

T 5 the average of the theoretical coupling constants on the entire ensemble
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3. Alguns exemplos de aplicagdes 3. Alguns exemplos de aplicacdes
3.2. GAGs de ourigo do mar 3.2. GAGs de ourigo do mar
=  Especificidade da reagédo acrossémica em Echinometra lucunter frente a ®  Caracterizagdo conformacional por RMN, sugerindo um estado
diferentes polissacarideos: conformacional predominante em solugéo:
A a-L-Galp(1->3)o-L-Galp B a-L-Galp{(250,)-(1-3) a-L-Galp-(280)

(3-a-L-Galp-2(SO,)-(1—3)-a-L-Galp-2(SO,)-1),,

A (3 a-L-Fucp-2(SO,)-(1-3)-a-L-Fucp-2(SO,)-1), o
150
H o .
g (3-B-D-Galp-2(SO,)-(1—3)-B-D-Galp-1),
2 i
s
i E
o l | ] H ) o
Gomt). —‘b q’ ﬁ, K3 & 0.05 0.05 01
Potysaccharide bom: E e G comdons 5, Time Tims )

Castro et al., J. Biol. Chem., 284, 2009, 18790. Castro et al., J. Biol. Chem., 284, 2009, 18790.
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3. Alguns exemplos de aplicagdes
3.2. GAGs de ourigo do mar

L} Dados de RMN sugerem um comportamento conformacional dinamico,
com a auséncia de uma conformagao preponderante:

C BD-Galp(1-3)3-D-Galp D p-D-Galp-2(SO,)(1->3) p-D-Galp E p-D-Galp-{1-3)8-D-Galp-2(S0,)

100 @5 o

oA S oS 2

D o Wl 7 Z//}
sy (I /‘.‘: ~ 190 j [

1504100 S0 0 S0 100 150

£150-100 50 0 S0 100 150

005 005 005
Time (1) Time (1) Time (1)

Castro et al., J. Biol. Chem., 284, 2009, 18790.
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3. Alguns exemplos de aplicagdes
3.3. EPSs do género Burkholderia

=  Caracterizagdo de exopolissacarideos de diferentes espécies do género
Burkholderia:
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s
¥
H
[-0100 140G 14y aarazne 1=,
[T —.
ocw  pocs
H ;
[0 Gkp1=310 G130 osmpr-],
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Pol-Fachin et al., Carbohydr. Res., 2010, 345, 1922.

- AN

4. Consideragdes finais

= Dado o papel-chave de carboidratos em processos biolégicos, ha uma
grande demanda por estudos estruturais destes compostos, em suas
diferentes formas bioldgicas;

Neste contexto, a potencialidade de ferramentas computacionais merece
destaque tendo em vista a dificuldade de técnicas experimentais tradicionais
em lidar com esta familia de biomoléculas.

>

=  As demandas incluem, por exemplo:
» Novos parametros;
» Novos trabalhos com os parametros ja disponiveis;

» Novas abordagens para o problema.

- A

3. Alguns exemplos de aplicacdes
3.2. GAGs de ourigo do mar

®= Distancias entre atomos de hidrogénio das ligagdes glicosidicas para a f3-
D-galactana de Gliptocidaris crenularis:
»  Polimero formado por unidades (3-3-D-Galp-2(0S0,)-1—3-B-D-Galp-1),
» Emprego das geometrias mais abundantes em solug&o para a unidade minima
dissacaridica:

quies

Ee % ;

Castro et al., J. Biol. Chem., 284, 2009, 18790.
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3. Alguns exemplos de aplicacdes
3.3. EPSs do género Burkholderia

Burkholderia caribensis

(H) Non acetylated oligosaccharide

Pol-Fachin et al., Carbohydr. Res., 2010, 345, 1922.

- AN

4. Consideragdes finais

= Vale lembrar que:
» Carboidratos sdo encontrados em diversas biomoléculas;
Mais da metade das proteinas na natureza devem ser glicosiladas.

oty T Origin of well-characterised glycoproteins.

TFungi
5%

‘mMetazoa
8%

Apweiler et al., Biochem. Biophys. Acta, 1437, 1999, 4-8.
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