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1. O que sao glicoproteinas?

» 530 moléculas formadas pela ligacao de proteinas a

oligossacarideos.
a~D«XY|-(1—»4)-((~D—G|1CA ; T ;
‘n, ' ¢ ,? -
3 $d .5.“:;1-!/"
-L-Rha-(1->4)-a-D-Man-(1-0)-Thr134 ‘-"‘;X»i';" I S
N V\J’v )] ) ‘ R il
‘e YR {\
\\:

Heparinase Il de Pedobacter heparinus'.

'C. L. Fernandes et al. Em: J Biomol Struct Dyn 7 (2014), pp. 1092-1102. ¢
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2. Por que estudar glicoproteinas?

» Todos os dominios da vida glicosilam proteinas?.
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Glicosilacao nos diferentes dominios da vida.
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2F. Schwarz e M. Aebi. Em: Curr Op Struct Biol 21(2011), pp. 576-582.
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2. Por que estudar glicoproteinas?

» Em torno de 50 % de todas as proteinas na natureza sao
glicosiladas®.

» 3/4 das proteinas de humanos devem ser glicosiladas.

Glicoproteinas na natureza Glicoproteinas em eucariotos

@ Proteinas glicosiladas
@ Proteinas nao-glicosiladas

3R. Apweliler et al. Em: Biochim Biophys Acta 1473 (1999), pp. 4-8. L
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2. Por que estudar glicoproteinas?

» Estima-se que carboidratos carreguem ordens de
grandeza de infermacao quimica potencial a mais que
qualquer outro biopolimero®.
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Informac&o quimica potencial associada a cada biopolimero.

“). E. Turnbull e R. A. Field. Em: Nat Chem Biol 3 (2007), pp. 74-77. L
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2. Por que estudar glicoproteinas?

» A glicoslacdo de proteinas pode impactar desde seu
enovelamento até sua funcao, ou ainda nao provocar
nenhum impacto observavel (até o momento)®.

Antitrombina humana glicosilada e sua ligacdo a heparina.

5L. Pol-Fachin et al. Em: Proteins 79 (2011), pp. 2735-2745. e
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3. Modulacao proteina-carboidrato

» Carboidratos podem modular o acesso a regiées
especificas de proteinas, influenciando o atracamento
proteina-proteina ou proteina-ligante®.

Arilsulfatase A humana glicosilada e o efeito da glicosilacdo no residuo Asn350 sob
sua resisténcia contra protedlise.

M. Y. F. Virgens et al. Em: J Biomol Struct Dyn 32 (2014), pp. 567-579.
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3. Modulacao proteina-carboidrato

» Carboidratos podem alterar a flexibilidade e perfil
conformacional de regies proximas ou distantes de seu
ponto de insercao em proteinas’.
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Glicosilacao interferindo na flexibilidade do esqueleto peptidico.

’L. Pol-Fachin e H. Verli. Em: Glycobiology 24 (2013), pp. 97-105.
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4. Em qué glicoproteinas sao diferentes de proteinas?

» Ha muito mais monossacarideos que aminoacidos.
» 20 aminodcidos no genoma;

» >100 monossacarideos na natureza.

» Ha diversos tipos de ligacdo entre carboidratos, enquanto
entre aminoacidos ha somente uma.

» a-D-(1-2) ou a-L-(1-2) ou 3-D-(1-2) ou -L-(1-2)
» a-D-(1-3) ou a-L-(1—3) ou $-D-(1-3) ou B-L-(1—3)

» a-D-(1-4) ou a-L-(1—4) ou B-D-(1—4) ou -L-(1—4)

e . I
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4. Em qué glicoproteinas sao diferentes de proteinas?

» Alguns exemplos de carboidratos:
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4. Em qué glicoproteinas sao diferentes de proteinas?

» Carboidratos apresentam ainda aspectos conformacionais
tinicos, como o equilibrio pseudo-rotacional.

']
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Representacao dos diferentes estados conformacionaos que podem ser adotados por
hexopiranoses.
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4. Em qué glicoproteinas sao diferentes de proteinas?

» As sequéncias de carboidratos que compde uma
glicoproteina ndo sao Unicas, mas varidveis, gerando
diversas glicoformas®.

Estruturas de glicosilacao em Caenorhabditis elegans.

8K. Paschinger et al. Em: Carbohydr Res 343 (2008), pp. 2041-2049. fE
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5. Desafios experimentais

» Elevada flexibilidade e polaridade dificulta a cristalizacao...

» ... e acarreta em densidade eletrénica difusa, gerando por
conseguinte estruturas de baixa qualidade®.

GkNAc  GleNAc
80

/.

Mapa de densidade eletrénica da glicana N-ligada a Asn80 do dominio SCR2 da
proteina CD46 humana.

?J. M. Casanovas et al. Em: EMBO J 18 (19398), pp. 2911-2922. 'B
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5. Desafios experimentais

» A alta flexibilidade também provoca conformacées
meédias oriundas de RMN distantes de estados
conformacioais bioldgicos'®.

M
-240 -120 0 120 240
Angle (degrees)

Distribuicdo conformacional obtida de simulacées por DM e geometrias experimentais
obtidas por RMN.

WA, Imberty e S. Perez. Em: Chem Rev 100 (2000), pp. 4567-4588. fE




‘ i - Modelagem Molecular de Glicoproteinas

6. Diﬁculdades na modelagem de glicoproteinas

» O grande nimero de unidades monossacaridicas e de
ligacdes glicosidicas exige um grande esforco de
parametrizacao.

» Gigantesco numero de blocos a serem construidos.

» Auséncia da percepgao da complexidade bioldgica destas
biomoléculas.

» A caréncia de dados experimentais dificulda a validacao
dos parametros obtidos para campos de forca,
principalmente em fase condensada.

» E ainda invidvel caracterizar experimentalmente grande
parte das unidades monossacaridicas observaveis na
natureza.

e . I
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6. Diﬁculdades na modelagem de glicoproteinas

» Ocorréncia de eventos conformacionais especificos, como
o efeito anomerico e deformacao pseudo-rotacional.

» Alta coordenacao a metais, com poucas informacées
experimentais.

» Harmonia dos parametros obtidos (e forma funcional)
com aqueles de proteinas.
» Esse problema é contornado através do uso das versdes
mais novas de AMBER, GROMOS e CHARMM.

» Contudo, campos de forga antigos como a familia MM3,
embora sejam bastante precisos, ndo permitem a

integracao eficiente com o arcabouco proteéico. fa
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7. Campos de forca para glicoproteinas

» Os parametros mais modernos para descricao de
glicoproteinas estao incluidos nos campos de forca
CHARMM, AMBER e GROMOS.

» AMBER, GLYCAMOG"
» CHARMM™

» GROMOS, versdes 56A6CARBO"P e 53A6GLYC'* 1>

K. N. Kirschner et al. Em: J Comput Chem 29 (2008), pp. 622-655.
120. Guvench et al. Em: J Chem Theory Comput 7 (2011), pp. 3162-3180.
BH. S. Hansen e P. H. Hunenberger. Em: J Comput Chern 32 (2011),

pp. 998-1032.
L. Pol-Fachin et al. Em: J Chem Theor Comp 8 (2012), pp. 4681-4690.

L. Pol-Fachin et al. Em: J Comput Chemn (2014), in press. fE
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7. Campos de forca para glicoproteinas
» GROMOS 53A6GLYC:
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7. Campos de forca para glicoproteinas
» GROMOS 53A6GLYC:
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Equilibrio pseudorotacional no GLYCAMOG (cinza) e no GROMOS 53A6GLYC (preto).
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7. Campos de forca para glicoproteinas

» GROMOS 53A6aGLYC:
» N-glicosilacao (residuos de Asn ou Arg)

v

O-glicosilacao (residuos de Ser, Thr, HyPro, HyLys ou Tyr)

v

C-glicosilacao (residuos de Trp)

v

S-glicosilacdo (residuos de Cys)

v

P-glicosilacao ou glipiacao (ligacao a GPl).

e . I
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8. Construcao de glicoproteinas

» Por nao haver praticamente dado experimental sobre
esses sistemas, sua construcdo depende de resultados
computacionais.

» Todavia, glicanas n@o passam por enovelamento, logo
seus espacos conformacionais ndo sao tdo complexos
quanto os de proteinas, facilitando sua amostragem em
simulacdes relativamente curtas.

e . I
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8. Construcao de glicoproteinas

» Ha dois conjuntos de abordagens distintas para obtencao
de geometrias de partida para ligacbes entre carboidratos
e entre aminoacidos e carboidratos:

» Baseada em minimos de energia;

» Baseada em geometrias mais abundantes no meio de
interesse.

e - I
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8. Construcao de glicoproteinas

» Emprega-se geometrias de menor energia originadas no
vacuo ou solvente (implicito ou explicito);
» Mas nem todos os minimos s&o populados em solucao, e
nem toda diferenca de energia é significativa em meio
bioldgico.
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Perfil conformacional de dissacarideos no GROMOS 53A6GLYC por metadinamica

(mapa de contorno), DM (pontos cinza) e dados experimentais (pontos pretos)'4. ra
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8. Construcao de glicoproteinas

» Geometrias mais abundantes se aproximam ao
comportamento conformacional esperado em solugdes

biolégicas'®.
» Construcao de glicanas:
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8. Pol-Fachin e H. Verli. Em: Mini-Rev Org Chemn 8 (2011), pp. 229-238.




‘ - Modelagem Molecular de Glicoproteinas

8. Construcao de glicoproteinas

» Geometrias mais abundantes se aproximam ao
comportamento conformacional esperado em solucées
biologicas.

» Montagem da glicoproteina:
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8. Construcao de glicoproteinas
» Dada a natureza flexivel de carboidratos, um modelo

estatico é pouco informativo.

» Em contrapartida, essa flexibilidade facilita a busca
conformacional.

Sobreposicao de modelos obtidos por RMN para glicoproteinas. 'B
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S. Dinamica molecular de glicoproteinas

» Reproducao de dados experimentais em solucao, como
sinais de NOE'18.19:

Exopolissacarideo da bactéria Burkholderia caribensis.

L. Pol-Fachin et al. Em: Carbohydr Res 345 (2010), pp. 1922-1931.
BM. 0. Castro et al. Em: J Biol Chem 284 (2009), pp. 18790-18800.
9C. Pedebos et al. Em: J Nat Prod 75 (2012), pp. 1196-1200.
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S. Dinamica molecular de glicoproteinas

» Observacao da influéncia de glicanas na dinamica
protéica?’:

Heat map baseado em RMSF (janelas de tempo de 100ps) para proteinas glicosiladas e
ndo glicosiladas.

20 aercio Pol-Fachin et al. Em: Carbohydr Res 344 (2009), pp. 491-500. ¢
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S. Dinamica molecular de glicoproteinas

» Construcdo de moléculas complexas e elucidacao de
aspectos funcionais?":
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2'P. Arantes et al. Em: Molecules 19 (2014), pp. 5421-5433.
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S. Dinamica molecular de glicoproteinas

» Influéncia de glicanas na orientacao de ligantes’:
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Complexo terndrio trombina-antitrombina-heparina, na presenca e auséncia de
glicosilacao.
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