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The Role of Carbohydrates on Protein Function: The Case of PGHSs

Abstract: It is estimated that about half of all existing proteins are glycosylated. When bound to proteins,
carbohydrates are able to affect several properties of such molecules, including physicochemical and biological
properties, and therefore they became essential for understanding its function and its theraupeutical
modulation. One of many strategies to obtain information on the role of a glycoprotein’s saccharidic moiety
involves the tridimensional study of such macromolecules. This can be achieved using molecular modeling,
specifically, molecular dynamics simulations. Therefore, our research group has been dedicated to the
development and validation of low computational cost approaches, based on free of charge tools, capable of
contribute to the understanding of biological phenomena. These procedures are presented next, using
Prostaglandin Endoperoxide Synthase 1 and 2 as example.
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Resumo

Estima-se que em torno de metade das proteinas existentes na natureza sejam glicosiladas. Ao ligarem-se as
proteinas, os carboidratos podem alterar diversas de suas propriedades, tanto fisico-quimicas quanto
biolégicas, tornando-se fundamentais no entendimento de suas fun¢des e, como consequéncia, na sua
modulagdo com finalidades terapéuticas. Uma das formas de obtermos informag¢des acerca do papel da porgdo
sacaridica de uma glicoproteina envolve o estudo da estrutura tridimensional destas biomacromoléculas, por
exemplo, através de calculos de modelagem molecular, particularmente simula¢des de dinamica molecular.

Nosso grupo de pesquisas vem se dedicando ao desenvolvimento e a validagdo de abordagens de baixo custo
computacional e baseadas em ferramentas gratuitas capazes de contribuirem para o entendimento de
fendbmenos bioldgicos. Estes procedimentos serdo apresentados a seguir, tomando como exemplo as enzimas
denominadas Prostaglandinas Endoperdxido Sintases, em suas isoformas 1 e 2.

Palavras-chave: glicoproteinas; dinamica molecular; ciclo-oxigenases.
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1. Introdugao

Carboidratos sdao  moléculas de grande
complexidade estrutural e conformacional. Suas
unidades monoméricas podem se ligar umas as outras
de diferentes maneiras, ao contrario de proteinas e
acidos nucléicos, que fazem apenas um tipo de
ligacdo entre si. Outra diferenca entre estes polimeros
bioldgicos é que carboidratos podem ser altamente
ramificados, enquanto proteinas e moléculas como
DNA e RNA s3o quase exclusivamente lineares.!

Os carboidratos sdo classificados de acordo com
seu tamanho como monossacarideos (uma Unica
unidade de poli-hidroxialdeido ou cetona),

oligossacarideos (cadeias curtas de unidades
monossacaridicas) e polissacarideos (polimeros de
carboidratos de cadeias longas, geralmente com mais
de 20 unidades monossacaridicas).? As ligagdes entre
monossacarideos, chamadas ligagdes glicosidicas,
possuem duas possibilidades estereoquimicas, o ou J3,
(Figura 1) enquanto cada monossacarideo pode
adotar duas formas isoméricas possiveis, D ou L (para
maiores informagOes acerca de nomenclatura e
estereoquimica de carboidratos, consultar IUPAC?).
Ainda, os residuos sacaridicos podem apresentar
diversas modificagdes covalentes, como acetilagdo,
metilac3o e sulfatacdo, dentre outros.*
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Figura 1. Exemplos de ligagdes glicosidicas do tipo a-(1->4) e B-(1->4)
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Oligossacarideos podem ser encontrados ligados a
diversas classes de moléculas, como triterpenos,
flavonoides, lipideos e proteinas gerando, neste
Ultimo caso, as denominadas glicoproteinas. Estas
biomoléculas sdo encontradas majoritariamente no
lado externo da membrana plasmatica, na matriz
extracelular e no sangue. No interior das células sdo
encontradas em organelas especificas, como no
complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, granulos
secretores e lisossomos.” As glicoproteinas s3o
fundamentais para muitos processos bioldgicos,
incluindo resposta imune, crescimento celular, adesado
entre células, degradacao de codgulos sanguineos e
inflamacdo."®

Vq

As estruturas sacaridicas podem se ligar as
proteinas através do atomo de nitrogénio de residuos
de asparagina (N-glicosilacdo) e do atomo de oxigénio
de residuos de serina, treonina ou hidroxilisina (O-
glicosilagdo). Adicionalmente, foram descritas C-, P- e
S-glicosilagdes, embora ndo haja muitas informacgdes
sobre elas. A N-glicosilacdo apresenta um nucleo
pentassacaridico caracteristico e trés tipos principais:
oligomanose (apenas residuos de manose adicionais
ao nucleo), complexo (qualquer residuo exceto
manose adicionados ao nucleo) e hibrido (uma
mistura dos dois tipos anteriores) (Figura 2).
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Figura 2. Exemplos dos trés tipos principais de N-glicosilagdo. Em vermelho estd o nucleo pentassacaridico

comum a todas as N-glicanas

Rev. Virtual Quim. |Vol 3| |No. 4| |275-285| 277



Vo

O tipo de glicosilacdo pode depender tanto da
proteina envolvida quanto do tecido onde ocorre a
expressao da glicoproteina. Contudo, ao contrario do
gue ocorre na sintese de cadeias polipeptidicas, a
sintese de oligo e polissacarideos gera sequéncias de
tamanhos variados, levando ao surgimento de
populacdes de glicoformas para uma mesma
glicoproteina. Assim, uma glicoproteina deve ser
visualizada como uma colecdo de glicoformas.
Durante a adicdo das diferentes cadeias sacaridicas a
uma determinada proteina, a glicosilagdo de um
residuo de aminoacido pode influenciar o
processamento de outra glicosilagdo, principalmente
através da limitacdo espacial ao acesso de
glicotransferases.”’

Os oligossacarideos ligados nas glicoproteinas sdo
capazes de alterar diversas das propriedades
proteicas, tanto fisico-quimicas quanto bioldgicas.
Isso é particularmente importante considerando
estimativas de que em torno de 50% das proteinas
existentes na natureza sejam glicosiladas.® Dentre as
alteracdes fisico-quimicas podemos citar o aumento
da resisténcia a protedlise e desnaturacdo, da
viscosidade da solucdo, da solubilidade e a diminuicao
do ponto de congelamento da solucdo.’ Do ponto de
vista bioldgico, a presenca de carboidratos ligados a
proteinas pode facilitar sua interacdo com
chaperonas, modificando seu processo de
enovelamento, alterar sua interagdo com outras
proteinas, seu transporte e a formagao de unidades
multiméricas, além de ser capaz de alterar a atividade
catalitica e o pH 6timo de enzimas.™®

Um exemplo de glicoproteina de grande
importancia terapéutica envolve as enzimas Ciclo-
oxigenases ou Prostaglandina Endoperdxido Sintases
(PGHSs), enzimas homodiméricas que atuam
sintetizando prostaglandinas a partir de acido
araquidbnico. As prostaglandinas, por sua vez, atuam
como moléculas sinalizadoras em processos como
dor, febre, inchaco e inflamagdo. Existem duas
isoformas bem caracterizadas destas enzimas: a
PGHS-1, conhecida como isoforma constitutiva, e a
PGHS-2, isoforma majoritariamente induzida. Ambas
sdo N-glicosiladas e encontradas no Iimen do reticulo
endoplasmatico e no envelope nuclear, apresentando
atividades ciclo-oxigenase e peroxidase.™™ A partir da
cristalografia de raios X obtida para ambas
isoformas,*** pode-se determinar as suas estruturas
tridimensionais, sendo que cada monbémero é
composto por um dominio N-terminal do tipo fator de
crescimento epidermal (EGF), um dominio de ligacdo
a membrana (MBD, do inglés membrane binding
domain) e um dominio catalitico C-terminal. Ambas
PGHSs sdo N-glicosiladas nos residuos de asparagina
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Asn68, Asnl44 e Asn410.** As glicanas encontradas
nestes sitios sdo do tipo oligomanose™® e fazem
parte do processo de controle de qualidade para o
correto enovelamento das enzimas.*

A estrutura dos oligossacarideos presentes em
glicoproteinas pode ser determinada
experimentalmente por metodologias como a
difracao de raios-x e a ressonancia magnética nuclear
(RMN). Entretanto, se observarmos as estruturas de
glicoproteinas depositadas no banco de dados Protein
Data Bank (PDB, www.rcsh.org/pdb) obtidas por estes
métodos, observamos que as estruturas sacaridicas
geralmente estdo incompletas. Isso se deve,
principalmente, a alta flexibilidade das glicanas, que
impede tanto a cristalizacdo quanto a aquisicdo de
densidade eletronica adequada a solucdo das
estruturas.”” Mesmo quando conseguem ser obtidas
por difracdo de raios-x, estas estruturas sacaridicas
sdo de baixa qualidade, e estima-se que um tergo dos
dados para carboidratos encontrados no PDB
contenha erros significativos de estereoquimica,
nomenclatura e concordancia com mapas de
densidade eletronica.’®* Ainda, frequentemente a
porcdo sacaridica de glicoproteinas é removida para
facilitar a cristalizacdo de proteinas, de forma que
muitas glicoproteinas tem sua estrutura
tridimensional obtida na auséncia de sua porcao
sacaridica’’. Outro motivo para a auséncia de
carboidratos na estrutura de glicoproteinas se deve
ao modo pelo qual estas moléculas sdo obtidas para
cristalizacdo, por exemplo, através de expressdo
recombinante em bactérias como Escherichia coli,
conhecidas como incapazes de adicionarem
carboidratos a residuos de asparagina.’®

Da mesma maneira, as estruturas obtidas por RMN
também tém dificuldades em descrever corretamente
carboidratos, ja que elas representam uma média dos
estados conformacionais existentes em solucdo, e a
alta flexibilidade das glicanas produz um conjunto
complexo de conformagdes, com a possibilidade de
coexistirem multiplos conférmeros simultaneamente
em solucdo.”””*** Como consequéncia, a média
conformacional assim obtida pode ndo carregar

consigo nenhuma ou pouca informacdo
biologicamente relevante. A espectrometria de
massas, por sua vez, € uma técnica capaz de

descrever a composicdo dos oligossacarideos
contornando parte destas limitacdes,” embora n3o
ofereca  informagGes sobre a  organizagdo
tridimensional dos compostos analisados.

A tridimensionalidade de estruturas sacaridicas é
determinada, principalmente, pela geometria das
ligacbes entre dois carboidratos vizinhos (ligacdo
glicosidica). Esta, por sua vez, é principalmente
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determinada pelos tipos de residuos ligados, pelo tipo
de ligacdo envolvida e pela interacdo destes residuos
com o solvente. Considerando estes aspectos, uma
técnica adicional para estudo da estrutura
tridimensional de carboidratos, ligados ou ndo a
proteinas, envolve calculos de modelagem molecular.
Diversas abordagens vém sendo empregadas na
literatura para tal, tais como calculos ab initio,
calculos de mecanica molecular, simula¢cdes por
dinamica molecular, simulated annealing e algoritmos
genéticos, dentre outros.?®?’

Neste contexto, nosso grupo de pesquisas vem se
dedicando ao desenvolvimento e validacdo de
abordagens prontamente disponiveis a comunidade
cientifica, de baixo custo computacional e baseadas
em ferramentas gratuitas, capazes de contribuirem no
entendimento de fendmenos bioldgicos.”® Estes
procedimentos serdo apresentados a seguir, tomando
como exemplo as PGHSs em suas isoformas 1 e 2. As
ferramentas empregadas incluem o campo de forga
GROMOS96,” o pacote de simulagdo GROMACS™ e os
servidores Glycosciences® e PRODRG.*

2. Como obter modelos atomisticos para
glicoproteinas?

Em linhas gerais, é possivel inferir-se a estrutura
de uma glicoproteinas completa, mesmo na auséncia
de informagdes tridimensionais prévias para a parte
sacaridica, através do emprego de ferramentas
computacionais.”® Para tal, podemos seguir as
seguintes etapas principais: 1) obtencdo da estrutura
tridimensional da parte proteica; 2) obtencdo da
estrutura tridimensional da parte sacaridica; 3)
ligacdo das partes proteica e sacaridica e avaliacdo
das potenciais interferéncias mutuas entre
carboidratos e aminodcidos (para auxilio no
entendimento das metodologias de modelagem
molecular empregadas, ver Sant’Anna, 2009%).

2.1. Estrutura proteica

Para obtencdo da informacdo atomistica da
estrutura proteica, podemos empregar dados
oriundos, principalmente, mas ndo exclusivamente,
de: a) experimentos de difracdo de raios-X, b)
experimentos de RMN, ¢c) modelagem comparativa, d)
modelagem por folding recognition e e) modelagem
ab initio. Nos dois primeiros casos, os dados
encontram-se disponiveis em repositérios publicos,
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dentre os quais o principal é o PDB. Para os demais,
programas e servidores gratuitos como Mholline para
modelagem comparativa
(http://www.mholline.Incc.br/), Robetta para
modelagem ab initio (http://robetta.bakerlab.org/) e
Phyre para folding recognition
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/), dentre outros,
estao disponiveis. No presente caso, as estruturas das
enzimas foram obtidas através do banco de dados
PDB, sob cddigos 1Q4G e 1CVU para PGHS-1 e PGHS-
2, respectivamente.

2.2. Fragdo sacaridica

A abordagem empregada para construcdo de
estruturas oligossacaridicas envolve as seguintes
etapas: a) construgdo de mapas de contorno
relaxados para cada ligacdo glicosidica; b)
refinamento de cada minimo de energia através de
simulacGes de dindmica molecular; c) identificagdo
dos estados conformacionais majoritarios em solucdo
a serem empregados na d) construgdo das porgoes
sacaridicas. Esta estratégia visa fornecer modelos
tridimensionais de carboidratos representativos de
seus estados conformacionais em solugdes bioldgicas.
Adicionalmente, a mesma abordagem pode ser
empregada em outros meios, como solucdes nao-
bioldgicas para o estudo de reagdes quimicas.

Este procedimento, embora independa de
informagdes experimentais prévias sobre a estrutura
tridimensional da parte sacaridica da glicoproteina,
depende do conhecimento da sequéncia de residuos
de carboidratos ligados a proteina. Para as estruturas
de glicosilacdo presentes na PGHS-1, dados de RMN
indicam a existéncia apenas de residuos de N-
acetilglicosamina (D-GlcpNAc) e manose (D-Manp)
(portanto, uma glicana do tipo oligomanose),
apresentando uma variacdo de 6 a 9 residuos de
manose em decorréncia da existéncia de multiplas
glicoformas.” Para as glicanas presentes na PGHS-2,
dados de espectrometria de massas sugerem a
existéncia de trés glicoformas distintas, todas do tipo
oligomanose, contendo de 6 a 10 residuos de
manose.'® Também existem dados para as glicanas
das PGHSs no banco de dados PDB, embora todos
estejam incompletos; a estrutura com maior ndmero
de residuos de manose apresenta apenas trés
unidades deste carboidrato. A partir destas
informacgdes, tornou-se possivel construir um modelo
para os trés sitios de glicosilacdo encontrados nas
PGHSs, em concordancia com os dados experimentais
atualmente disponiveis para estas glicoproteinas
(Figura 3A) (para detalhes adicionais ver Fernandes et

279


http://www.mholline.lncc.br/

LVa

al., 2010%).

Uma vez definida a estrutura sacaridica, torna-se
necessario identificar sua conformagdo em um
determinado meio, em geral aquoso quando
estudamos moléculas em meio biolégico. Uma das
formas de obter tais informacdes é através dos
denominados mapas de contorno relaxados. Estes
mapas sdo analogos a mapas de Ramachandran® e
descrevem minimos locais de energia para cada
angulo de diedro analisado. Assim, para definicao da

A. a-p-Manp-(1—2)-a-D-Manp
1

4
3
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conformacdo adotada pela parte sacaridica das PGHSs
cada dissacarideo contido na estrutura apresentada
na Figura 3A foi submetido ao calculo de mapas de
contorno relaxados, em torno da ligacdo glicosidica.
Isso foi feito girando-se os angulos de tor¢do ¢ e v
(Figura 4) de -180° até 150°, em passos de 30°,
totalizando assim 144 conférmeros para cada ligacdo
entre dois monossacarideos (Figura 3).

a-D-Manp-(1—2)-a-D-Manp-(1—6)-B-D-Manp-(1—4)-3-D-GlcpNAc-(1—4)-B-D-GlcpNAc-(1—N)-Asn
3

1
1

a-D-Manp-(1—2)-a-D-Manp-(1—2)-a-D-Manp

Figura 3. A. Estrutura do oligossacarideo presente nos sitios de glicosilagdo das PGHSs. A ligagcdo B(1->4) entre
dois residuos de D-GIcNAcp esta destacada. B. Estrutura tridimensional do mesmo oligossacarideo presente em
A. C. Mapa de contorno obtido para a ligagdo glicosidica destacada nos itens anteriores, mostrando as
conformacgGes de menor energia para esta ligacdo (regiGes em azul)

A orientacdo relativa de um par de residuos de
carboidratos é descrita, para diferentes tipos de
ligacdo, por dois ou trés angulos de torcdo na ligacdo
glicosidica (Figura 4). Para uma ligacdo (1->X), onde
‘X" é 2,3, 4 o0u 6 para ligagbes (1-2), (1-3), (1>4) e
(1->6) respectivamente, os angulos ¢ e y sdo
definidos como:

= 05-C1-0X-CX
v = C1-OX-CX-C(X - 1)
Para a ligagcdo (1->6) o angulo ® é definido como:

o = 06-C6-C5-C4

¢ =05-C1-04-C4
w =C1-04-C4'-C3'

Figura 4. Angulos de torc3o dos diedros ¢ e y para uma ligagdo do tipo B(1->4) de um dissacarideo
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Um aspecto importante na obtencdo de mapas de
contorno é que os mesmos sdo usualmente obtidos
no vdacuo. As conformag¢des de menor energia assim
obtidas, portanto, podem apresentar menor
correspondéncia com fenébmenos que ocorram em
meio bioldgico. Desta forma, buscando contornar esta
limitagdo ao adicionar efeitos do solvente na
geometria das moléculas em estudo, os diferentes
estados de minimo de energia obtidos dos mapas de
contorno foram submetidos a simulagées de dindmica
molecular, na presenca de moléculas de agua. Tais

Vo

simulacGes permitem-nos caracterizar a abundancia
relativa dos diferentes estados conformacionais
adotados por cada angulo de diedro em uma ligacao
glicosidica. Estas geometrias, apresentadas na Tabela
1, foram empregadas na construcao das glicanas que,
em seguida, podem ser ligadas a estrutura da
proteina empregando o portal Glycosciences
(http://www.glycosciences.de/)* e, assim, possibilitar
a obtencdo de um modelo completo para a
glicoproteina de interesse.

Tabela 1: Preferéncias conformacionais dos dissacarideos presentes nas PGHSs quando simulados livres em

solucdo

Angulo (°

Dissacarideo ngulo ()
¢ /4 @
-D-GlcpNAc-(1->4)- f-D-GIcNAcp -80+24 115+ 16 -
[/-D-Manp-(1->4)- S-D-GlcpNAc -160 £ 21 90+18 -
a-D-Manp-(1->3)-a-D-Manp 160 £ 21 80+21 -

a-D-Manp-(1->6)- f-D-Manp 80+23 -160 + 30 60+17

a-D-Manp-(1->2)- a-D-Manp 80t 25 -135+ 36 -

Dados expressos em média + desvio padrdo, para o estado conformacional majoritario de cada angulo de
diedro, obtidos a partir de dissacarideos simulados livres em solugdo. Estas geometrias sdo empregadas como
pontos de partida para estudos de DM de glicoproteinas. Para detalhes adicionais ver Pol-Fachin & Verli, 2011%

3. Papel da glicosilagdao na estrutura e
funcao das PGHSs: impacto no
planejamento de novos farmacos

A partir da obtencdo de um modelo para a
estrutura completa de uma glicoproteina torna-se
possivel estudar o papel da parte sacaridica na
estrutura, dindmica e fungdo proteicas. Para proteinas
gue sdo também receptores-alvo de farmacos, a
obtencao de modelos mais precisos para a descricao
de suas propriedades pode ter impacto direto no
sucesso de esforgos para obtenc¢do de novos agentes
terapéuticos. Uma das estratégias mais amplamente
empregadas na literatura para obtencdo destas
informagdes, assim como para refinamento do
modelo obtido, é a dindmica molecular. Esta
metodologia permite a caracterizagdo da flexibilidade

Rev. Virtual Quim. |Vol 3| |No. 4| |275-285|

e comportamento conformacional de moléculas e,
particularmente no caso das glicoproteinas, o
entendimento do papel da parte sacaridica na
dindmica de sua parte proteica.

Tal potencialidade das simula¢des de dinamica
molecular no entendimento da flexibilidade de
compostos pode ser ilustrada na Figura 5, onde sdo
sobrepostos mapas de contorno obtidos no vacuo aos
estados conformacionais populados por diferentes
ligacdes glicosidicas das glicanas ligadas as PGHSs. A
maioria destes estados ocorre dentro ou nas
proximidades de regidoes de menor energia descritas
nos respectivos mapas. Contudo, regides adjacentes
ou mesmo de maior energia sdo também populadas
em solucdo, apontando para o papel do solvente na
estabilizacdo de diferentes estados conformacionais.
Adicionalmente, podemos observar que o arcabougo
glicoproteico é capaz de aumentar a rigidez das
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ligacdes glicosidicas em relacdo a mesma ligacdo em
dissacarideos isolados (pontos vermelhos versus
pontos azuis). Isto ocorre, principalmente, através do
surgimento de interagdes intramoleculares entre os
residuos de carboidratos e de aminoacidos nas
glicoproteinas. Contudo, estas interagdes tendem a

B-D-GlcpNAc-(1-4)-B-D-GlcpNAc

1o/ F

B-D-Manp-(1-4)-B-D-GlcpNAc

Sachett, L. G.; Verli, H.

ndao promover grandes mudangas conformacionais
nas liga¢Oes glicosidicas, isto €, ndo promovem novos
estados conformacionais, mas predominantemente
estabilizam estados jd encontrados em solucdo para
dissacarideos isolados.*®
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Figura 5. Mapas de contorno para cada uma das ligagdes glicosidicas contidas nas PGHSs. Cada mapa estd
sobrepostos as conformagdes populadas por cada ligagdo durante simulagdes de dindmica molecular, quando
na forma de dissacarideos livres em solugdo (azul) e quando inseridos no ambiente glicoproteico (vermelho)

Uma das formas pelas quais carboidratos podem
interferir na dindmica proteica se da através do
enrijecimento da cadeia polipeptidica. Este tipo de
alteracdo ja havia sido descrito em trabalhos prévios
no nosso grupo de pesquisa na proteina reguladora
do complemento humana CD59, no dominio de
adesdo da proteina CD2, na subunidade a da
gonadotrofina cori6nica e também no dominio tipo
EGF no fator VIl de coagulagdo.” Nas PGHSs, também
observamos um enrijecimento, na presenca de
glicosilagdo, no dominio EGF (Figura 6).
Adicionalmente, dados obtidos por outros grupos tém
demonstrado este tipo de efeito de enrijecimento do
esqueleto peptidico na presenca de glicanas,
principalmente pelo aumento no numero de
interagdes polares entre soluto e solvente através dos
residuos de carboidratos adicionados, restringindo
assim sua mobilidade.®

Outra forma pela qual a estrutura de carboidratos
pode interferir na estrutura proteica se da através da

282

sua capacidade de cobrir uma ampla area da
superficie proteica (Figura 7). Isso pode afetar a
estrutura proteica de diversas maneiras, pois uma
quanto maior a estrutura sacaridica, maior a sua
capacidade de influenciar a conformagdo de
diferentes regides da glicoproteina, seja através de
interacGes intramoleculares seja com o solvente. Isso
também pode permitir que eles cubram areas
funcionalmente importantes, como sitios ativos,
modulem interagdes de glicoconjugados com outras
moléculas e afetem a taxa de ocorréncia de mudancas
conformacionais. Desta forma, carboidratos podem
interferir diretamente, por exemplo, no acesso a sitios
de ligacdo, na ativacao proteica, na transmissao de
efeitos conformacionais e na alteragdo na
movimentagdo de al¢as. Adicionalmente, a
glicosilagdo anormal de proteinas é diagndstico de
muitas doengas, incluindo artrite reumatdide e
cancer.’

Rev. Virtual Quim. |Vol 3| |No. 4| |275-285|
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Figura 6. Dados de RMSF para as enzimas PGHS-1 e PGHS-2 glicosiladas e ndo glicosiladas. Este dado demonstra

a variagao na flexibilidade de cada residuo durante

o tempo de simulagdo. Regides em laranja ilustram as

maiores flexibilidades, enquanto regides em azul pertencem a areas mais rigidas

Tais influéncias da glicosilagdo nas propriedades
proteicas podem impactar diretamente varios
processos fisiologicos, particularmente aqueles
dependentes de interagdes especificas proteina-
proteina. De fato, interacbes entre proteinas e
carboidratos (contidos ou ndo em glicoproteinas) sdo
fundamentais para o processo de reconhecimento

Rev. Virtual Quim. |Vol 3| |No. 4| |275-285|

entre células. Como consequéncia, o conhecimento
da  conformagdo de carboidratos torna-se
fundamental para o entendimento da resposta
biolégica de interesse e sua posterior modulacdo
terapéutica ao oferecer informacGes sobre os
requisitos estruturais para o reconhecimento
farmaco-receptor.
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Figura 7. Sobreposicdo dos passos de uma simulagdo de dindmica molecular (a cada 10 ns, num total de 50 ns
de simulagdo) da enzima PGHS-2, contendo estruturas do tipo oligomanose nos trés sitios de N-glicosilagao,
demonstrando assim a alta flexibilidade desta porcdo sacaridica

4. Conclusoes

A aquisicdo de modelos confidveis de estrutura
tridimensional de carboidratos em sistemas biolégicos
complexos, como glicoproteinas, tem sido um desafio
tanto para os métodos experimentais quanto para os
tedricos. Enquanto a DM tem sido considerada
progressivamente uma boa estratégia para obter
descricbes conformacionais de moléculas em solucao,
muito utilizada para descrever proteinas, acidos
nucléicos e membranas, seu uso para representar
glicoproteinas é muito menos frequente. Isso se deve
principalmente a falta de parametrizagdo de
carboidratos, tarefa a qual nosso grupo de pesquisa
tem se dedicado.

A descricdo conformacional de glicanas
pertencentes a sistemas bioldgicos, em seus
diferentes niveis de complexidade, utilizando pacotes
de simulacdo moleculares rapidos e gratuitos, pode
ser realizada, conforme descrito. Os mapas de
contorno relaxados obtidos para os dissacarideos
resultaram em conformacgdes de menor energia que
representaram um ponto de partida adequado para
os demais refinamentos por dindmica molecular do
comportamento conformacional dos dissacarideos e
ligacdes glicosidicas. A combinag¢do de simulagdes no
vacuo e em solucdo é capaz de oferecer uma base
adequada para um conjunto conformacional de
ligacdes glicosidicas, baseado apenas na sequéncia do
sacarideo e na auséncia de informagdes
experimentais prévias. Esta abordagem, portanto, é
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uma estratégia potencial para a construcdo de
modelos tridimensionai de glicoproteinas, como
exemplificado para as enzimas PGHS-1 e PGHS-2,
auxiliando no entendimento do papel biolégico de
glicoconjugados em nivel atbmico.

A andlise de estruturas oligossacaridicas por
dindmica molecular se apresenta, assim, como um
método apropriado para determinar as conformacdes
possiveis de um oligossacarideo, sendo capaz de
facilitar o planejamento de andlogos de carboidratos
especificos, capazes de inibirem interacGes
carboidrato-proteina, e assim desenvolver novos
agentes terapéuticos para tratamento de doengas

humanas, como artrite reumatdide, doengas
pridbnicas, cancer e desordens congénitas de
glicosilagdo.
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