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1. O que sao carboidratos

» Mono, oligo e polissacarideos!;
» Polihidroxilados, lineares ou ciclicos;

» S30 mais comuns hexoses e pentoses.

CH,

OH OH

OH OH

a-D-glicose a-D-manose a-D-fucose

Exemplos de hexoses comuns biologicamente.

McNaught, A. D. English Pure Appl. Chem. 1996, 68, 1919-2008




1. O que sao carboidratos

» Papel energético e estrutural...

> ... e em sinalizacao!

-

HO

HN (o] OH
\’& a-L-iduronato acido a-L-neuraminico

CH,
a-D-N-acetilgalactosamina

Exemplos de hexoses com papéis em sinalizac3o.




1. O que sao carboidratos

» Mais sacarideos que aminoacidos:

» 20 aminoacidos no genoma
» >100 monossacarideos na natureza

» Diversos tipos de ligacdo entre carboidratos:
» a-D-(1-2) ou a-L-(1—2) ou 8-D-(1—2) ou S-L-(1—2)
» a-D-(1—3) ou a-L-(1—3) ou $-D-(1—3) ou 5-L-(1—3)
» a-D-(1—4) ou a-L-(1—4) ou -D-(1—4) ou 5-L-(1—4)
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1. O que sao carboidratos

Diferentes estados
conformacionaos adotados por
hexopiranoses.



1. O que sao carboidratos

» Podem ser encontrados em formas
conjugadas:

Saponinas
Glicolipideos
Acidos nucléicos

Glicoproteinas




2. Glicoproteinas

» Glicoproteinas:
» Adicdo co- ou pés-traducional de
carboidratos a proteinas.

0-D-Xyl-(1>4)-0-D-GIcA
1
3
a-L-Rha-(1-4)-a-D-Man-(1-0)-Thr134

Heparinase |l de Pedobacter heparinus?.

Fernandes, C. L. et al. J. Biomol. Struct. Dyn. 2014, 32, 1092-102



N 2. Glicoproteinas

g o E
)
Bacteria Eukayotes
_Souena ¢ ronic acid (G O M-Acetylgalactosamine (GalNAc)
W NAcetyiglucosaming (GleNAC)
NAC)
Ac)
6-¥rideory-glucose (Bacilosamine, Bac)
< O-methyk-erythro-hexos- 5-pyranose (Sug)

Gurrent Opin

» Estima-se que s3o glicosiladas®:

» ~50% das proteinas na natureza
» ~2/3 das proteinas humanas

Apweiler, R et al. Biochim. Biophys. Acta-General Subj. 1999, 1473, 4-8



N 2. Glicoproteinas

» Informac3o quimica associada
a biomoléculas*:

DNA
\ Transcription

Template-driven
Transcriptome RNA processes

N.:nsla‘ ion

Nontemplate-driven
Proteome Protein enzymatic biosynthesis

Glycan
Glycome

Potential chemical information content
(Log scale)

Turnbull, J. E.; Field, R. A. English Nat. Chem. Biol. 2007, 3, 74-77
Ligabue-Braun, R. et al. PLoS One 2015, 10, 0132311
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2. Glicoproteinas

» Modelamento:

» Evolutivo (1D)
» Espacial (3D)
» Temporal (4D)



3. Modelagem de glicoproteinas

» Diferentes métodos computacionais podem ser usados para
descrever moléculas em nivel atémico®:
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Internal coordinate

Tozzini, V Acc. Chem. Res. 2010, 43, 220-230



3. Modelagem de glicoproteinas

» Glicoproteinas sdo usualmente
modeladas por mecanica molecular.

Parametrizacdes especificas tornam-se necessarias para
carboidratos e para sua ligacdo a aminoacidos:

» Funcdes quimcias especificas;

» Caracteristicas conformacionais unicas;

» Variedade de unidades monoméricas;

» Falta de dados experimentais.

AMBER GLYCAM, CHARMM e GROMOS.




.~ . ) 3. Modelagem de glicoproteinas

(A) CH3-CH,-CH,-CHg

0 60 120 180 240 300 360

Angle (degrees)
351 (B) CH3-CH,-0-CH3

» GROMOS GLYC:
» 16 hexopiranoses;

> 53A6 e 54A7.

Relative energy (kJ/mol)
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(C) CH3-CH,-CH,-OH -
GROMOS 45A4/53A6

New torsional potentials [l

60 120 180 240 300 360

Angle (degrees)

Relative energy (kJ/mol)

Ajuste de termos torcionais.

Pol-Fachin, L. et al. J. Chem. Theory Comput. 2012, 8, 4681-4690



OH

o

OoH

N\\;f\\ e 4\7

(1-Gal

—

OH

Equilibrio 4Cy e 1 C4 para hexopiranoses.

Pol-Fachin, L. et al. J. Chem. Theory Comput. 2012, 8, 4681-4690



3. Modelagem de glicoproteinas

» Equilibrio pseudo-rotacional®:

() a-Allose

0
0 025 05 075
Time (us)

(E) a-Galactose
180

120

025 05 075
Time (us)

0

0

(B) p-Allose

025 05
Time (us)
(F) p-Galactose

0.25 0.5
Time (us)

0.75

0.75

1

1

.
G

“,

(C) a-Altrose

0 025 05 075
Time (us)
(G) a-Glucose

o 180

120

025 05 075
Time (1s)

(D) p-Altrose

0 025 05 075
Time (us)
(H) p-Glucose

0 025 05 075
Time (is)

Equilibrio 1 C4 e #C; para GROMOS 53A6GLYC e GLYCAMO6.

Pol-Fachin, L. et al. J. Chem. Theory Comput. 2012, 8, 4681-4690



3. Modelagem de glicoproteinas

» Equilibrio pseudo-rotacional'®:

(1 «-Gullose (J) p-Gullose 150 (Qcdose (L) p-ldose

120
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i
025 05 0 025 05 075 1 025 05 075 025 05 075
Time (us) Time (us) Time (us) Time (us)
(M) a-Mannose (N) p-Mannose (0) -Talose (P) p-Talose
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Equilibrio 1Cs ety para GROMOS 53A6GLYC e GLYCAMO6.
Pol-Fachin, L. et al. J. Chem. Theory Comput. 2012, 8, 4681-4690




3. Modelagem de glicoproteinas

» Mas para glicoproteinas'?...

» Parametrizacdo das conexdes
carboidrato-aminoacido;

» Ligacdes N-, O-, P-, S-e C-
glicosidicas.

() a-C-glycosidic linkage
05-C1-Co1-Cy

H
2
H
H

180 0 120 180 240
Angle (degrees) Angle (degrees)
(b) p-S-glycosidic linkage (d) a-P-glycosidic linkage
05-C1-87-Cp 05-C1-0P1-P

=

Relative energy (ki/mo)

180 240 120 180 240 300
Angle (degrees) Angle (degrees)

QM e—e v—v MM, torsional potential 1
MM, no torsional potential =—s a—a MM, torsional potential 2

Ajuste de termos torcionais.

Pol-Fachin, L et al. J. Comput. Chem. 2014, 35, 2087-2095




3. Modelagem de glicoproteinas

» Mas para glicoproteinas'?...

» Parametrizacdo das conexdes
carboidrato-aminoacido;

» Ligacdes N-, O-, P-, S-e C-
glicosidicas.

QM e—e v—v MM, torsional potential 1
MM, no torsional potential =—s +—a MM, torsional potential 2

(e) a-N-glycosidic linkage (9) f-C-glycosidic linkage
05-C1-No2-Cy 5-C1-Co1 - Cy

g 83

&

88

Relative energy (kimo)
3

120 240 60 120

240

180 180
Angle (degrees) Angle (degrees)

(f) a-S-glycosidic linkage (h) p-P-glycosidic linkage
r 05-C1-51-Cp 05-C1-0P1-P

Relative energy (kJimol)

180 240 60 120 1 240
Angle (degrees) Angle (degrees)

Ajuste de termos torcionais.

Pol-Fachin, L et al. J. Comput. Chem. 2014, 35, 2087-2095




3. Modelagem de glicoproteinas

» Validac3o frente a dados de RMN?3:

Fuc-(1—0)-Ser Fuc-(1-0)-Thr Fuc-(1=0)-Thr
PDB ID 1FF7 PDB ID 2RQZ PDB ID 2RR2

Conformac&o acessada por RMN (preto) e DM (cinza).

Pol-Fachin, L et al. J. Comput. Chem. 2014, 35, 2087-2095




A N 3. Modelagem de glicoproteinas

X-ray,

NMR or
homology modelling

» Modelos de
14.

glicoproteinas

Pol-Fachin, L; Verli, H Mini. Rev. Org. Chem. 2011, 8, 229-238



.~ . ) 3. Modelagem de glicoproteinas

a-NeuAc-(2—6)-B-Gal-(1—4)-B-GlcNAc-(1—-2)-a-Man
1
1
6
B-Man-(1—4)-B-GIcNAc-(1—4)-B-GIcNAc-(1—N)-Asn
3

1

1
a-NeuAc-(2+6)-B-Gal-(1-4)-B-GIcNAC-(1-2)-a-Man

4
&

> Modelos de
glicoproteinas!®;

» Conformacdes
majoritarias;

» Metadinamica.

Pol-Fachin, L; Verli, H Mini. Rev. Org. Chem. 2011, 8, 229-238



» Uma conformacao versus miltiplas

conformacdes (experimentais!)!®

Pol-Fachin, L; Verli, H Mini. Rev. Org. Chem. 2011, 8, 229-238



4. Alguns exemplos de aplicacao

» Micelizacdo de saponinas, adjuvantes

vacinais!’:

Pedebos, C. et al. Molecules 2014, 19, 3744—60
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5 4. Alguns exemplos de aplicacao

g
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Velasquez, S. M. et al. Science (80-. ). 2011, 332, 1401-1403
Velasquez, S. M. et al. Plant Physiol. 2015, 168, 808-13



SPPPPYVYSSPPPPYYSPSPKVDYK
SPPPPYVYSSPPPPYYSPSPKVDYK
SPPPPYVYSSPPPPYYSPSPKVDYK

0244005
031£004

Distance (m) Y

0584006
0731005

50
Time (0s)

non-glycosylated EXT
AEprotein-protein
-1423 + 93 kd/mol

wild type EXT
AEprotein-protein
-1093 + 48 kJ/mol

E
AEproteinrotein
-1317 + 37 kd/mol

o AN GG IRNRNRY, 20

Velasquez, S. M. et al. Plant Physiol. 2015, 168, 808-13



N 4. Alguns exemplos de aplicacao

» Impacto da glicosilacdo na etapa
farmacocinética da acao de farmacos

21

Fernandes, C. L. et al. Glycobiology 2015, 25, 1125-1133



4. Alguns exemplos de aplicacao

—— Unglycosylated
— With fucose
—  Without fucose

3,

Volume (A )

2

f
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:
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» Impacto da glicosilacdo na etapa
farmacocinética da acdo de farmacos??

Fernandes, C. L. et al. Glycobiology 2015, 25, 1125-1133



5. E usando o Santos Dumond

» Mecanismo de N-glicosilacdo em
Campilobacter jejuni?3

PgIF o

’”m
g mn e ”°

—

PgIE
vor-@ | PaiD | uor- vor-@ : Dv-.i vor-@ wor-0
PgiA Pgu 1y

Pgic ! 1 PgIH Pgll
& .

Cytoplasm — & —» d 4
k] '
b

Periplasm

® N-Acetylglucosamine (GlcNAc)
® N.N-Diacetylbacillosamine (Bac)

® N-Acetylgalactosamine (GalNAc)

O Glucose (Glc) Undecaprenyldiphosphate

Larkin, A.; Imperiali, B. Biochemistry 2011, 50, 4411-4426



ha . ) 5. E usando o Santos Dumond

Eukarya LLO

» Parametrizacdo do

glicolipideo precurssor:




5 5. E usando o Santos Dumond

» Atracamento do glicolipideo precurssor na
PglB.




5. E usando o Santos Dumond

Atoms. MD Distance* MD Angle
Mg? - P2-LLO 286A£001A(<6A)
Asn-ND2 - C1-Bac | 353A£02A(<4A) |
Arg375-NH1 - P1-LLO | 40A£03A(<6A)

Asn-ND2 - C1-Bac - OS78-LLO - 109.1°:£ 8.6° (< 90°)

> Estabilidade do compexo glicolipideo-PglB
apos 1 i s.




5 5. E usando o Santos Dumond

» Transposicdo do glicolipideo através da
membrana, pela enzima PglK:
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