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RESUMO 
 

 Sabe-se há algum tempo que a expressão de glicanas muda de acordo com a condição 

celular. A alteração do processo de glicosilação de proteínas é um processo comum em vários 

estados fisiopatológicos, sendo observado como um evento frequente em processos alérgicos e 

em células tumorais. O principal alérgeno do gato, a proteína Fel d 1, é um dímero composto de 

duas subunidades, sendo cada subunidade composta por uma cadeia  e  A proteína possui 

um sítio de N-glicosilação em cada uma de suas subunidades, sendo preenchidos por diferentes 

glicoformas. Além disso, estudos cristalográficos detectaram três possíveis sítios de ligação a 

Ca2+ em sua estrutura. Diversos tipos de tumores apresentam expressão aumentada de GTs, 

dentre estas a FUT8 e a C2GnT-L. A FUT8 é uma -1,6-fucosiltransferase, que transfere uma 

Fuc do substrato doador (GDP--L-fucose) à primeira GlcNAc do núcleo pentassacarídico de 

uma N-glicana. Esta enzima apresenta expressão aumentada em câncer de pulmão, gástrico e 

de cólon, além de estar envolvida em outros processos patológicos. A C2GnT-L transfere um 

resíduo de GlcNAc, em ligação -1,6, ao núcleo 2 (Core 2) de glicanas O-ligadas, sendo 

superexpressa em câncer de pulmão, próstata e colorretal e relacionada com progressão tumoral 

e metástase. Considerando o papel da glicosilação e dos sítios ligadores de Ca2+ nos processos 

alérgicos, assim como a presença das GTs mencionadas em alta quantidade em processos 

tumorais, bem como a inexistência de dados estruturais e conformacionais destas proteínas e 

das estruturas sacarídicas em solução, o trabalho tem como objetivo contribuir na caracterização 

da glicobiologia estrutural destas proteínas. Para tal, foram estudados diversos sistemas da 

proteína Fel d 1 (PDBID 2ejn) e das enzimas FUT8 (PDBID 2de0) e C2GnT-L (PDBIDs 2gak e 

2gam) por DM em solução aquosa em diferentes condições. Após os experimentos, pode-se 

observar que, para Fel d 1, apenas o íon Ca2+ central está ligado à proteína, enquanto os laterais 

ficam livres. A Fel d 1 com glicosilação reduzida apresentou um aumento de flexibilidade em 

duas hélices em uma das subunidades da Fel d 1, devido a desenovelamento das mesmas. Já 

a proteína completamente glicosilada apresentou uma redução no tamanho da cavidade de uma 

das subunidades. No estudo da FUT8, observou-se que o domínio N-terminal é o principal 

componente da flexibilidade proteica desta proteína. Ainda, foi possível caracterizar, através de 

atracamento molecular, a região de interação da FUT8 com sua glicana-alvo e com uma de suas 

proteínas-alvo, a integrina 51. Os resultados para C2GnT-L demonstraram que o sítio 

caracterizado para o substrato aceptor pode na verdade estar ocupado pelo substrato doador 

desta enzima, já que este permanece no local durante a DM, ao contrário do substrato aceptor. 

Espera-se que este trabalho contribua na compreensão do funcionamento destas proteínas, 

possibilitando futuros estudos acerca de seus papéis em enfermidades e, consequentemente, 

para novas estratégias terapêuticas.  
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ABSTRACT 
 

We know for a while that glycan expression varies according to the cellular condition. 

Alterations in protein glycosylation is a common process in several physical and pathological 

processes, and are frequently observed in allergy and tumorous cells. The major cat allergen, Fel 

d 1, is a dimer composed by two subunits, each subunit containing one  and  chain. This protein 

contains one N-glycosylation site in each subunit, which are filled by different glycoforms. In 

addition, crystallographic studies detected three possible Ca2+ binding sites in its structure. 

Several types of tumors have higher expression of GTs, like FUT8 and C2GnT-L. FUT8 is an -

1,6-fucosyltransferase, transferring one Fuc from GDP-b-L-fucose to the inner most GlcNAc in 

the pentassaccharidic core of an N-glycan. This enzyme is highly expressed in lung, gastric and 

colon cancer and is involved in other pathological processes. C2GnT-L transfers a GlcNAc 

residue, in a -1,6 linkage, to the Core 2 of O-linked glycans and is overexpressed in lung, 

prostate and colon-rectal cancer, related to tumoral progression and metastasis. Considering the 

role of glycosylation and Ca2+ binding sites in allergy, and considering the presence of the GTs 

mentioned above in high amounts in tumoral processes, as well as the inexistence of structural 

data concerning these proteins in solution, this study intents to contribute in characterizing the 

structural glycobiology of these proteins. In this matter, we studied several systems containing 

Fel d 1 (PDBID 2ejn), FUT8 (PDBID 2de0) and C2GnT-L (PDBID 2gak and 2gam) by MD in 

aqueous solution, under different conditions. We were able to observe, after the experiments, that 

in Fel d 1, only the central Ca2+ ion is bound to the protein, while the lateral ions are free. Fel d 1 

containing reduced glycosylation form presented larger flexibility in two helices, in one of the 

subunits, due to their unfolding. Fully glycosylated Fel d 1 presented reduced cavity size in one 

of the subunits. In FUT8 study, we observed that the N-terminal domain is the principal component 

of protein flexibility. We were also able to characterize, using molecular docking, the sites of 

interaction of FUT8 with its target glycan and one of its target protein, integrin 51.  Results for 

C2GnT-L showed that the characterized acceptor substrate site might, in fact, be occupied by the 

donor substrate, since the donor substrate remains in the site during MD, and the acceptor 

substrate does not. We expect that the refinement of these crystallographic structures, by 

introducing the saccharidic information, will contribute in comprehending the proteins functioning, 

and will further possibilitate studies into its roles in infirmities and, in this matter, to new therapeutic 

strategies. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 CRISTALOGRAFIA DE RAIOS-X 

 

A cristalografia de macromoléculas iniciou há mais de meio século, com a 

estrutura proteica da mioglobina, com 6Å de resolução (KENDREW ET AL, 1938). A 

partir de então, o Protein Data Bank (PDB) (BERNSTEIN ET AL., 1977; BERMAN ET 

AL., 2000) foi estabelecido como o único repositório fonte de estruturas 

cristalográficas (e, mais tarde, de outros modelos estruturais obtidos por RMN, 

microscopia eletrônica, etc.) da comunidade científica (WLODAWER ET AL., 2008).    

A determinação de estruturas atômicas de macromoléculas pode ser feita por 

diversas técnicas, mas a maioria das estruturas é obtida pela cristalografia de 

raios-X ou RMN. Ambas as técnicas informam a posição relativa dos átomos da 

molécula (coordenadas atômicas). Na cristalografia, a nuvem eletrônica dos 

átomos é a responsável pela dispersão dos raios-X. Já na RMN são medidas as 

interações dos núcleos atômicos. Desta maneira, a cristalografia de raios-X 

fornece a posição de todos os átomos, exceto hidrogênios, enquanto a RMN 

fornece a posição de todos os átomos incluindo os hidrogênios. A escolha do 

método depende de uma variedade de fatores, incluindo peso molecular, 

solubilidade e facilidade de cristalização. Para proteínas ou complexos proteicos 

com peso molecular acima de 50-100 kDa, deve-se usar cristalografias de raios-

X. Para aquelas proteínas de difícil cristalização e capazes de se dissolverem 

em altas concentrações sem agregar, deve-se usar RMN. Em muitos casos, 

podem ser usadas ambas as técnicas de forma complementar, pois a 

cristalografia de raios-X fornece imagens estáticas e a RMN pode ser usada para 

estudar a flexibilidade de proteínas na solução (PETSKO E RINGE, 2009).  

A obtenção de proteínas para cristalografia pode ser feita de diversas 

maneiras. Algumas proteínas podem ser obtidas diretamente de sua fonte 

natural, mas para que isso aconteça ela deve estar em alta concentração, o que 

não acontece na maioria dos casos, pois uma proteína costuma estar distribuída 

em diversos tecidos. Além disso, se existirem isoformas de modificações pós-

traducionais, essa heterogeneidade da amostra causará um impacto na pureza 



16 
 

da mesma e isso influenciará posteriormente a formação de cristais. A produção 

de proteínas puras geralmente é feita através de métodos de expressão 

heteróloga e a escolha do organismo de expressão deve levar em conta a 

necessidade de modificações pós-traducionais (por exemplo, um sistema 

bacteriano não é capaz de glicosilar proteínas de eucariotos). Desta maneira, 

pode-se ter limitações estabelecidas pelo sistema de expressão. Mas além de 

necessitarmos de uma proteína pura, o passo limitante na resolução de uma 

estrutura cristalográfica proteica é a proteína ser cristalizada. Esse passo é 

essencial e existem proteínas difíceis de cristalizar (especialmente proteínas de 

membrana). Muitas vezes torna-se necessário utilizar alta concentração de 

agentes precipitantes, alterar o pH, a temperatura, a pressão, entre outras 

mudanças (MALUF ET AL., 2014). Esse ambiente cristalino muitas vezes acaba se 

tornando muito diferente do ambiente biológico da proteína, o que pode resultar 

em erros se não forem feitas as corretas interpretações.  

Após a obtenção do cristal, a difração de raios-X é computada. A fonte de 

raios-X geralmente é um sincrotron. Os cristais são bombardeados com raios-X 

que se espalham e são capturados como um padrão de difração. O que se mede 

experimentalmente é a amplitude e posição das ondas de raios-X difratadas. A 

estrutura pode ser reconstruída pelo somatório destas ondas, utilizando 

referências (ou fases), a partir de átomos marcados no cristal (por exemplo, 

marcação com átomos pesados). Isso leva a obtenção de mapas de densidade 

eletrônica. Uma estrutura química é então encaixada neste mapa e o modelo é 

ajustado e refinado num processo interativo até que o padrão de difração 

calculado e o medido experimentalmente equivalham (Figura 1).  

 

 

Figura 1. Passos na resolução de uma estrutura cristalográfica (PETSKO E RINGE, 2009).  
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A interpretação do mapa de densidade eletrônica sofre interferência da 

resolução, que indica o nível de detalhamento com o qual a proteína foi 

determinada. Diferentes níveis de resolução determinam tipos de informação 

distintas. Numa resolução de 5Å, identifica-se a topologia da molécula e 

elementos de estrutura secundária. Com 3Å as cadeias laterais de alguns 

aminoácidos são interpretáveis. Com 2,5Å as cadeias laterais de todos os 

aminoácidos são interpretáveis. Para reconhecer átomos individuais, necessita-

se uma resolução de 1,5Å. E com 1Å de resolução, os tipos de átomos são 

identificáveis. Um exemplo de mapa de densidade eletrônica com diferentes 

resoluções é apresentado na Figura 2. 

 

Figura 2. Mapas de densidade eletrônica com um peptídeo (correspondente a Ser-Val-Val-Met-Thr-Ile) 
sobreposto. Em A), a resolução é de 3Å e pode-se determinar a posição aproximada das cadeias laterais. 
Em B), com 2 Å de resolução, as cadeias laterais estão bem delineadas. Em C) temos 1Å de resolução e 
os átomos são identificáveis (PETSKO E RINGE, 2009). 

    

Diversos fatores influenciam a interpretação de um mapa de densidade 

eletrônica, já que ele corresponde a uma média das posições atômicas ao longo 

de todas as células unitárias que formam o cristal. Se a densidade eletrônica não 

é bem definida ou se houverem moléculas em diferentes orientações, a 

interpretação do mapa torna-se desafiadora. A cadeia lateral de um resíduo de 

aminoácido num peptídeo pode adotar mais de uma conformação e se existirem 

muitas conformações distintas a densidade eletrônica para esta cadeia lateral 

não será distinguível e aparecerá como um ruído no mapa (WLODAWER ET AL., 

2008; MALUF ET AL., 2014). É muito comum acontecer esse tipo de ruído no caso 

de regiões desordenadas ou regiões altamente flexíveis, como alças. Isso 

também é comum para estruturas sacarídicas em glicoproteínas, que geralmente 

estão incompletas no PDB, pois a alta flexibilidade das glicanas impede tanto a 

cristalização quanto a aquisição de densidade eletrônica (WOODS, 1998). Mesmo 
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quando conseguem ser obtidas por cristalografia de raios-X, estas estruturas 

sacarídicas são de baixa qualidade, e estima-se que um terço dos dados para 

carboidratos encontrados no PDB contém erros significativos de estereoquímica, 

nomenclatura e concordância com mapas de densidade eletrônica (LÜTEKE ET 

AL., 2004; CRISPIN ET AL., 2007; BERMAN ET AL., 2007). Mapas de densidade 

eletrônica podem ser fracos também no caso de ligantes, quando este interage 

com apenas algumas moléculas do cristal. Essa ocupação parcial torna difícil a 

interpretação e modelagem destes ligantes (MALUF ET AL., 2014).  

Os modelos estruturais construídos com base na cristalografia de raios-X 

devem ser precisos, e, para isso, alguns métodos de refinamento devem ser 

aplicados. Uma das estratégias empregadas é o alinhamento sistemático entre 

o modelo estrutural e a densidade eletrônica, feito por ciclos contínuos até que 

ocorra convergência de dados. Para auxiliar o refinamento, são aplicadas 

restrições estereoquímicas para orientar o grau de liberdade conformacional dos 

átomos nas tentativas de modelá-los. Estas restrições são baseadas em dados 

de altas resoluções de pequenas moléculas e garantem a não violação de 

estruturas permitidas para diferentes grupos químicos, bem como impede que 

eles adotem conformações de alta energia. Outra estratégia envolve o 

conhecimento das características geométricas dos aminoácidos e das estruturas 

secundárias (distâncias, ângulos de ligação e ângulos de diedro), que servem de 

guias para a avaliação dos modelos (MALUF ET AL., 2014).   

Cabe ressaltar que, para carboidratos, a descrição estrutural por RMN 

também encontra dificuldades, pois a alta flexibilidade das glicanas produz um 

conjunto complexo de conformações, com a possibilidade de coexistirem 

múltiplos conformeros simultaneamente em solução. Além disso, geralmente 

tem-se um baixo número ou ausência de sinais de NOE. Uma determinação 

conformacional precisa de carboidratos, utilizando essa metodologia, só é 

possível se forem obtidos três ou mais sinais de NOE inter-resíduos em uma 

ligação glicosídica, o que, na maioria das vezes, não permite a determinação 

conformacional de oligossacarídeos maiores que uma dezena de resíduos 

(CUMMING E CARVER, 1987; WOODS, 1998; WORMALD ET AL., 2002). A 

espectrometria de massas, por sua vez, é a técnica que melhor descreve as 

estruturas dos oligossacarídeos, embora não ofereça informações sobre a 
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organização espacial, tridimensional, desta classe de biomoléculas (PÉREZ E 

MULLOY, 2005). 

 

1.2 ESTRUTURA E SÍNTESE DE GLICANAS 

 

Os termos glicana e polissacarídeo são definidos pela IUPAC como 

sinônimos que significam “compostos que consistem de um grande número de 

monossacarídeos unidos por ligações glicosídicas” (IUPAC, 1997).  Na prática, 

o termo glicana pode também ser usado para definir a porção carboidrato de um 

glicoconjugado, como glicoproteínas, glicolipídeos e proteoglicanos (DWEK, 

1996).  Ao contrário de proteínas, as glicanas não estão codificadas diretamente 

no genoma e sua síntese não segue molde ou referência direta, mas sim um 

processo complexo específico. Embora o genoma não codifique diretamente 

uma sequência sacarídica, ele determina a expressão de diversas enzimas que 

sintetizam carboidratos, realizam a sua ligação uns aos outros, modificam 

monossacarídeos adicionando ou removendo substituintes (VERLI, 2014).  A 

principal família de enzimas envolvidas nestes processos são as 

glicosiltranferases, como veremos mais tarde no item 1.7, além de glicosidases, 

ambas com expressão e atividade dependentes do tecido ou do estado 

metabólico (ROBINSON ET AL., 2012).  

A complexidade de estudar glicanas pode ser descrita ao compararmos estas 

moléculas com proteínas. Os carboidratos apresentam uma grande diversidade 

em comparação aos 20 aminoácidos codificados no genoma. Mais de 100 

possíveis unidades monossacarídicas já foram observadas em biomoléculas. 

Em uma analogia à ligação peptídica, carboidratos ligam-se entre si ou a outras 

moléculas por ligações glicosídicas. Mas, enquanto aminoácidos possuem 

somente um grupo amino e um grupo ácidos carboxílico em seu esqueleto 

peptídico, de forma que só um tipo de ligação peptídica é possível entre dois 

resíduos (como também ocorre com nucleotídeos), na ligação glicosídica entre 

dois monossacarídeos existem diversas possibilidades. A ligação glicosídica é 

formada pela reação entre dois grupos hidroximetileno (CHOH), e cada 

monossacarídeo possui vários destes grupos. Desta maneira, múltiplas ligações 
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entre dois monossacarídeos consecutivos são possíveis, criando assim um 

espectro complexo de possibilidades (ROBINSON ET AL., 2012; VERLI, 2014).  

As glicanas geralmente são formadas por ligações O-glicosídicas entre 

monossacarídeos. Elas podem ser homo ou heteropolímeros, lineares ou 

ramificadas. Glicanas ramificadas são comuns em glicosilações N- e O-ligadas 

em glicoproteínas e glicolipídeos, enquanto glicanas lineares são comuns em 

glicosaminoglicanos (polímeros geralmente sulfatados) (ROBINSON ET AL., 2012). 

Esta diversidade estrutural pode ser observada na Figura 3.   

 

 

Figura 3. Diversidade estrutural das glicanas. Com base na estrutura do esqueleto sacarídico, as glicanas 
podem ser amplamente divididas entre lineares (glicosaminoglicanos) e ramificadas (glicanas N- e O-
ligadas). (A) Glicanas O-ligadas, unidas a proteínas por ligações covalentes (tipicamente serina ou treonina) 
subagrupadas de acordo com o núcleo (“core”) estrutural. (B) Glicosilações N-ligadas, onde a glicana está 
tipicamente unida covalentemente a uma asparagina em uma proteína contendo a sequência consenso 
Asn-X-Ser/Thr, onde X pode ser qualquer aminoácido exceto prolina. Glicanas N-ligadas geralmente 
apresentam estruturas maiores e mais complexas que as O-ligadas, mas possuem menor variedade. Todas 
as N-glicanas possuem um núcleo pentassacarídico comum (GlcNAc2Man3) e podem ser classificadas em 
três tipos: oligomanose (high-mannose), complexo ou híbrido. (C) GAGs, o principal grupo de glicanas 
lineares, correspondente a unidades dissacarídicas sulfatadas repetidas de um ácido urônico ligada a uma 
hexosamina, que quando ligados a proteínas chamam-se proteoglicanos. Três exemplos de GAGs são 
apresentados: heparan sulfato (HS), condroitin sulfato (CS), e dermatan sulfato (ROBINSON ET AL., 2012).  
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Como visto na Figura 3, glicanas O-ligadas (Figura 3A) são unidas a 

proteínas tipicamente a resíduos serina ou treonina, e esta classe de glicanas é 

classificada de acordo com o seu núcleo (“core”) estrutural (ROBINSON ET AL., 

2012). A O-glicosilação ocorre no complexo de Golgi e é um evento inteiramente 

pós-traducional. Na N-glicosilação (Figura 3B) a glicana liga-se tipicamente a 

uma asparagina em uma proteína contendo a sequência consenso Asn-X-

Ser/Thr, onde X pode ser qualquer aminoácido exceto prolina. Glicanas N-

ligadas geralmente apresentam estruturas maiores e mais complexas que as O-

ligadas, mas possuem menor variedade. A N-glicosilação inicia no retículo 

endoplasmático (RE), onde é montado um oligossacarídeo precursor, que será 

então modificado no complexo de Golgi. A síntese do oligossacarídeo precursor 

no RE é geralmente realizada co-traducionalmente, uma vez que as proteínas 

são importadas para o RE antes da síntese completa da cadeia polipeptídica, e 

algumas proteínas inclusive necessitam da N-glicosilação para seu correto 

enovelamento (QSABA, 2000). Todas as N-glicanas possuem um núcleo 

pentassacarídico comum (GlcNAc2Man3) e podem ser classificadas em três 

tipos: oligomanose (high-mannose), complexo ou híbrido (DWEK, 1996; ROBINSON 

ET AL., 2012). Glicanas tipo oligomanose contém apenas resíduos de manose 

(Man) ligados ao núcleo pentassacarídico e, portanto, não sofrem a adição de 

novos carboidratos no aparelho de Golgi. Glicanas tipo complexo não possuem 

nenhum resíduo de Man além das 3 do núcleo pentassacarídico, mas possuem 

ramificações com resíduos de N-acetil gliconsamina (GlcNAc) no seu terminal 

redutor ligadas ao núcleo trimanosil, podendo conter mais do que as duas 

GlcNAc originais, bem como um número variável de resíduos de galactose (Gal), 

ácido siálico e, em alguns casos, fucose (Fuc). As glicanas tipo complexo 

apresentam a maior variação estrutural dentre os subgrupos, resultando 

principalmente das combinações de diferentes números de ramificações e 

variações nos monossacarídeos nas cadeias externas. E, por fim, N-glicanas tipo 

híbrido têm características tanto de glicanas tipo oligomanose quanto de glicanas 

tipo complexo, com um ou dois resíduos de Man ligados ao núcleo 

pentassacarídico, como nas glicanas tipo oligomanose, e também com uma ou 

duas ramificações contendo outros monossacarídeos, como nas glicanas tipo 

complexo, ligadas a este núcleo (DWEK, 1996). 
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Desta maneira, temos os diferentes tipos de monossacarídeos, os vários 

padrões de ramificação, as múltiplas possibilidades de ligação entre 

monossacarídeos, os diferentes sítios de ligação e ainda a biossíntese das 

glicanas, que não segue um guia predefinido. Tudo isso demonstra a alta 

complexidade estrutural das glicanas, que resulta em uma diversidade de 

estruturas maior do que aquela encontrada em proteínas e ácidos nucleicos.  

 

 

1.3 O PAPEL DE GLICANAS NA FUNÇÃO PROTEICA E EM PROCESSOS PATOLÓGICOS 

 

As glicoproteínas são um componente majoritário da superfície externa 

das células mamíferas e representam a maioria das proteínas secretadas em 

eucariotos (DWEK, 1996). As glicanas ligadas a esses polipeptídios são capazes 

de modificar diversas propriedades destas moléculas, como estabilidade, 

enovelamento, solubilidade, conformação, promover resistência a ataques 

proteolíticos, que assim podem influenciar o papel biológico destas moléculas 

(VARKI, 1993; WYSS E WAGNER, 1996; TAMS ET AL., 1999; PRICE ET AL., 2003; 

SHENTAL-BECHOR E LEVY, 2008; HANSON ET AL., 2009; SKROPETA, 2009). 

Adicionalmente, a fração carboidrato de uma glicoproteína também pode 

participar diretamente em eventos de reconhecimento, como na adesão entre 

células, interação com patógenos, sinalização celular, interação com receptores, 

endocitose (VARKI, 2007; OHTSUBO E MARTH, 2006), bem como no 

reconhecimento por selectinas e integrinas em situações de infecções, que leva 

ao recrutamento de linfócitos (ALON E ROSEN, 2007).  

O grande tamanho dos carboidratos é provavelmente um dos fatores mais 

significativos na modificação das propriedades das proteínas as quais eles estão 

ligados. Grandes áreas de uma proteína podem ser protegidas por 

oligossacarídeos relativamente pequenos (Figura 4), o que pode permitir que 

eles cubram áreas funcionalmente importantes e modulem interações de 

glicoconjugados com outras moléculas (DRICKAMER E TAYLOR, 1993; PAREKH ET 

AL., 1989; DWEK, 1996). 
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Figura 4. Comparação entre um modelo e múltiplos modelos de glicoproteínas, com destaque para a 
variação da porção carboidrato (Adaptado de POL-FACHIN E VERLI, 2011; por Pablo Arantes).  

 

Diversos processos patológicos envolvem alterações em glicanas. Por 

exemplo, pacientes com artrite reumatoide apresentam o mesmo tipo de glicana 

bi-ramificada em Imunoglobulina G (IgG) sérica que indivíduos normais, mas em 

proporções muito diferentes, havendo uma diminuição de Gal e um aumento 

correspondente de GlcNAc no término das ramificações (DWEK, 1996).   

Mudanças na glicosilação também estão associadas com infecção e 

inflamação. Um exemplo são infecções intestinais. Todas as células, incluindo 

as do trato gastrointestinal, são revestidas por glicocálix, que é composto de 

glicolipídeos, glicoproteínas e proteoglicanos. A mucosa gastrointestinal possui 

uma camada que é secretada e outra que fica firmemente aderida, e as glicanas 

secretadas formam uma camada que serve como barreira e sensor físico-

químico, composta de mucinas (que são glicoproteínas) e peptídeos associados. 

Numa infecção gastrointestinal, os patógenos colonizam e invadem o epitélio do 

hospedeiro usando interações proteína-proteína e glicana-lectina. Durante o 

processo de colonização e infeção, ocorre a alteração do padrão de glicosilação 

tanto do patógeno quanto do hospedeiro, em resposta à presença um do outro 

(MORAN ET AL., 2011).  

Desordens de glicosilação também estão associadas à fraqueza muscular 

na síndrome miastênica/miopática. Isso se deve, entre outros fatores, a 
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alterações no gene que codifica a enzima ALG2, uma -1,3-manosiltransferase 

que catalisa a transferência da segunda manose do núcleo pentassacarídico de 

N-glicanas (MONIES ET AL., 2014).  

Outra desordem de glicosilação com consequências fisiológicas e 

patológicas é a alteração em canais iônicos.  Os canais iônicos voltagem-

dependentes são proteínas transmembrana que regulam a excitabilidade elétrica 

em vários tecidos, como nervos, músculos e coração. Estes canais podem ser 

glicosilados e a alteração no padrão de glicosilação pode afetar a função dos 

mesmos, levando a desordens neurológicas e neuromusculares. Estudos 

recentes com foco no padrão de sialilação de canais sódio e potássio detectaram 

que a presença de ácidos siálicos nas glicanas O- e N-ligadas altera o 

mecanismo dos canais e causa mudanças conformacionais nos domínios 

sensíveis à voltagem, devido às cargas negativas do ácido siálico (BAYCIN-HIZAL 

ET AL., 2014).   

Outras doenças estão associadas a problemas na glicosilação, como a 

doença de Tay-Sachs, onde um defeito na enzima hexosaminidase A, 

decorrente de uma mutação no gene que a codifica, provoca um acúmulo de um 

gangliosídeo (GM2), levando à neurodegeneração. Já a deficiência conjunta nas 

hexosaminidades A e B leva a doença se Sandhoff, que possui um fenótipo 

semelhante à doença de Tay-Sachs. Na doença de Gaucher, ocorre deficiência 

numa enzima glicocerebrosidase (ou -glicosidase ácida), que realiza a digestão 

celular de um gicolipídeo, o glicocerebrosídeo. Essa deficiência causa o acúmulo 

lisossomal deste glicolipídeo, levando ao inchaço de órgãos como fígado, baço 

e à fragilidade óssea (OHTSUBO E MARTH, 2006).  

Glicanas e glicoproteínas são também essenciais para o funcionamento 

do sistema imune. Um dos exemplos mais conhecidos é a família das selectinas, 

que são glicoproteínas de superfície encontradas em leucócitos que se ligam a 

glicanas endoteliais próximas a sítios de inflamação e infecção e permitem o 

extravasamento aos tecidos (JOHNSON ET AL., 2013). O envolvimento de glicanas 

na resposta imune, na alergia e no câncer será descrito de forma mais detalhada 

nos próximos tópicos. 
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1.4 GLICANAS E ALERGENICIDADE 

 

A alergia é uma resposta exagerada do sistema imunológico a uma 

substância estranha ao organismo, ou seja, uma hipersensibilidade 

imunomediada a um estímulo externo específico. Todas as reações alérgicas, 

embora apresentem grandes diferenças nos tipos de antígenos que 

desencadeiam estas reações, apresentam algumas características em comum. 

Primeiramente ocorre ativação de células TH2 e produção de anticorpos IgE. Isso 

ocorre por uma sequência de eventos, iniciando na exposição ao antígeno, 

ativação de células TH2 e células B específicas para o antígeno, produção de 

anticorpo IgE, ligação do anticorpo aos receptores Fc de mastócitos, ativação 

dos mastócitos pela reexposição ao antígeno, resultando da liberação de 

mediadores a partir destes mastócitos e subsequente reação patológica (Figura 

5). Este processo é chamado de sensibilização.  

  

                               

Figura 5. Sequência de eventos na reação de hipersensibilidade imediata. A de hipersensibilidade imediata 
se inicia pela introdução de uma alérgeno, que estimula a reação de células TH2 e produção de IgE, que 
sensibiliza mastócitos por ligar ao receptor Fc, que por sua vez secreta mediadores responsáveis pelas 
reações patológicas (ABBAS, 2012). 



26 
 

Os antígenos que causam a hipersensibilidade imediata (que é a resposta 

típica da ativação de células TH2) são chamados alérgenos, e são geralmente 

proteínas ou moléculas que modulam proteínas. As citocinas produzidas pelas 

células TH2 são responsáveis por várias características da hipersensibilidade 

imediata. As manifestações clínicas e patológicas da hipersensibilidade imediata 

consistem em reações vasculares e de músculos lisos que se desenvolvem 

rapidamente após repetidas exposições ao alérgeno e então causam uma 

reação inflamatória tardia. Todas estas reações são iniciadas por ativação de 

mastócitos (presentes em tecidos conectivos e sob o epitélio) mediada por IgE, 

mas diferentes mediadores são responsáveis pelos componentes da fase tardia 

(que é a resposta clássica da ativação de células TH1).  

A hipersensibilidade imediata se manifesta de diferentes maneiras 

dependendo do tecido afetado, incluindo constrição brônquica, congestão nasal, 

dor abdominal, diarreia, erupções cutâneas e até choque sistêmico. Na reação 

sistêmica mais extrema, chamada anafilaxia, os mediadores liberados por 

mastócitos bloqueiam vias aéreas até causar asfixia e causam um colapso 

cardiovascular que pode levar a morte. Os mastócitos possuem grânulos 

compostos de histamina, heparina e, em alguns casos, sulfato de condroitina 

(estes dois últimos são polissacarídeos sulfatados pertencentes à família dos 

glicosaminoglicanos) e proteases. Os proteoglicanos, incluindo a heparina e o 

sulfato de condroitina, são os principais constituintes tanto de mastócitos quanto 

de basófilos. São moléculas carregadas negativamente, assim servindo como 

matrizes de armazenamento de moléculas carregadas positivamente (como 

aminas biogênicas, proteases e outros mediadores). Os proteoglicanos liberam 

mediadores em diferentes taxas após a exocitose e, desta maneira, são capazes 

de controlar a cinética das reações de hipersensibilidade imediata. A 

desgranulação de mastócitos é considerada o componente central das doenças 

alérgicas e as manifestações clínicas e patológicas dependem dos tecidos onde 

os mediadores agem, bem como da cronicidade do processo inflamatório 

resultante (ABBAS, 2012). 

Outras glicanas, além dos polissacarídeos contidos nos grânulos de 

mastócitos, estão envolvidas em processos alérgicos. As N-glicosilações de 

glicoproteínas de plantas e insetos são os determinantes imunológicos 

ambientais mais abundantes. Os principais motivos presentes nestes 
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organismos são xilose e “core” fucose em ligação -1,3. As plantas possuem 

estes dois epitopos, enquanto insetos possuem apenas a fucose. Cerca de 20% 

dos pacientes alérgicos a plantas e insetos geram IgE anti-glicana, que 

frequentemente é acompanhada por IgG (ALTMANN, 2007).  

Outro componente importante em algumas alergias é o receptor de 

manose. Trata-se de uma glicoproteína transmembrana tipo lectina tipo-C (C-

type lectin-like) expressa pelas células dendríticas, que são células 

apresentadoras de antígenos e que reconhecem vários glicoalérgenos de 

diversas fontes e estão envolvidos em promover resposta alérgica à poeira 

doméstica in vitro. Este receptor possui duas atividades lectinas, envolvendo 

reconhecimento de carboidratos cálcio-dependente através dos domínios tipo 

lectina tipo-C (C-type lectin-like domains, CTLDs), bem como ligação de glicanas 

sulfatadas acídicas independente de cálcio nas posições 3 ou 4 através do 

domínio rico em cisteína (cysteine rich, CR) (EMARA ET AL., 2011). 

  

1.5 FEL D 1, O PRINCIPAL ALÉRGENO DO GATO 

 

O gato doméstico (Felis domesticus) é um dos animais de estimação mais 

comuns em comunidades ocidentais, e seu pelo é uma fonte significativa de 

alérgeno (KROLL-KRISTENSEN ET AL., 1997), que contêm diversas moléculas, 

sendo a proteína Fel d 1 o componente alérgeno majoritário (LEITERMANN E 

OHMAN, 1984).  Esta proteína está presente em diversos tecidos do animal, como 

glândulas salivares, glândulas sebáceas, pele, pelo e cérebro (Figura 6) (SCHOU, 

1993). O impacto destes alérgenos na saúde pública pode ser ilustrado no fato 

de que 20 a 30% dos indivíduos que sofrem de asma alérgica possuem alergia 

a gatos (GRÖNLUND ET AL., 2010). 
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Figura 6. Representação esquemática da distribuição de Fel d 1 no gato doméstico, Felis domesticus. 

 

 A proteína Fel d 1 é um dímero de ~38 kDa não-covalentemente ligado 

composto de duas subunidades de ~18 kDa (também chamada tetrâmero por 

alguns autores, por ser um dímero de heterodímeros), pertencente à família das 

secretoglobinas. Cada subunidade (ou heterodímero) é composta por uma 

cadeia  e  orientadas de maneira antiparalela, unidas por três pontes dissulfeto 

(KROLL-KRISTENSEN ET AL., 1997). A orientação correta das cadeias  e  é 

considerada crítica, pois a atigenicidade relacionada a IgE é 

conformacionalmente dependente (DUFFORT ET AL., 1991; KROLL-KRISTENSEN ET 

AL., 1997; VAILES ET AL., 1994). Cada uma das subunidades de Fel d 1 contém 

uma glicana N-ligada à Asn33. Estudos de espectrometria de massas 

detectaram que sua estrutura é do tipo complexo, tri-ramificada e heterogênea 

(KROLL-KRISTENSEN ET AL., 1997), sendo a estrutura mínima a glicana [(-Asn-) 

GlcNAc2Man3GlcNAc3Gal2] e a máxima a glicana [(-Asn-) 

GlcNAc2Man3GlcNAc3Gal3 (Fuc1)-NeuAc3]. 

Uma estrutura cristalográfica de um tetrâmero recombinante de Fel d 1, 

expresso em E. coli, está disponível (PDB ID 2ejn). Nesta estrutura, foram 

revelados dois diferentes sítios de ligação a cálcio. Os sítios externos estão 

posicionados simetricamente em cada lado do tetrâmero (KAISER ET AL., 2007). 

Estes sítios correspondem a sítios putativos de ligação a Ca2+ sugeridos para a 

uteroglobina, uma molécula estruturalmente semelhante à Fel d 1, também da 

família das secretoglobinas, tipo citocina, induzida por esteroides com atividade 
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anti-inflamatória e propriedades imunomodulatórias (BARNES ET AL., 1996). A 

ligação a Ca2+ na uteroglobina é um assunto controverso, com grupos 

demonstrando esta ligação e outros demonstrando que esta proteína não se liga 

a Ca2+ (por isso os sítios são ditos “putativos”). O segundo sítio de ligação a Ca2+ 

no cristal de Fel d 1 encontra-se na interface de dimerização (Figura 7), 

estabilizando a formação do tetrâmero de Fel d 1 e induzindo mudanças 

conformacionais locais importantes que governam o formato de duas cavidades, 

uma em cada monômero, de tamanhos diferentes, preenchidas por água. Esta 

estrutura sugere um potencial portal para um ligante desconhecido. A presença 

dos íons Ca2+ levou à especulação de que a Fel d 1 poderia provocar uma 

resposta alérgica através da modulação da fosfolipase A2, por sequestrar íons 

Ca2+, de maneira similar ao que foi proposto para a uteroglobina (ANDERSSON ET 

AL., 1994; NORD ET AL., 1995).  

 

Figura 7. Estrutura do tetrâmero de Fel d 1 com os sítios de ligação a Ca2+, conforme o PDB ID 2ejn. 
(Subunidades heterodiméricas representadas pelas cores amarela e azul e íons Ca2+ representados por 
esferas laranjas).  

 

Alguns estudos sugerem importantes papéis estruturais e imunobiológicos 

da N-glicosilação na Fel d 1 (KROLL-KRISTENSEN ET AL., 1997; VAILES ET AL., 1994), 

enquanto outros estudos demonstraram que diferentes padrões de glicosilação 

não afetam a produção de IgE in vitro (SEPPÄLÄ ET AL., 2005). Um estudo mais 

recente in vivo demonstrou que o receptor de manose (glicoproteína 

transmembrana tipo lectina tipo-C expressa pelas células dendríticas, conforme 
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explicitado no item anterior) tem um papel essencial na internalização da 

proteína Fel d 1. O reconhecimento de Fel d 1 pelo receptor de manose é 

mediado pelo domínio CR (cysteine rich, rico em cisteína) deste receptor, o que 

está correlacionado com a presença de carboidratos sulfatados na Fel d 1 

natural. Camundongos selvagens e “knockout” para o receptor de manose foram 

usados em um estudo, comparando a sensibilização à Fel d 1 entre estes dois 

grupos. Foi demonstrado que os camundongos sem o receptor produziram níveis 

menores de IgE e IgG em relação ao grupo selvagem, evidenciando que o 

receptor de manose tem um papel importante na sensibilização a este alérgeno 

in vivo (EMARA ET AL., 2011).  

 

1.6 GLICANAS E CÂNCER 

 

Alterações em padrões de glicosilação são uma característica de 

fenótipos tumorais. Esse fenômeno foi descrito pela primeira vez por Meezan e 

colaboradores em 1969, com a demonstração de que fibroblastos saudáveis tem 

menos glicoproteínas de membrana do que aqueles transformados (MEEZAN ET 

AL., 1969). Este fato foi mais tarde corroborado por evidências histológicas 

indicando que lectinas apresentam ligação a tecidos saudáveis diferente daquela 

a tecidos malignos (TURNER, 1992; SAUSSEZ ET AL., 1998). Mais recentemente, 

glicanas de superfície celular associadas a câncer foram diretamente 

caracterizadas usando anticorpos monoclonais específicos e espectrometria de 

massas (SHRIVER ET AL., 2004), elucidando as alterações moleculares que 

ocorrem em uma transformação maligna no câncer de mama (PANCINO ET AL., 

1991) e colorretal (MATSUSHITA ET AL., 1990).    

Diversas glicanas, tanto na superfície tumoral quanto em outros 

elementos do hospedeiro, têm sido identificadas como mediadores chave em 

eventos fisiopatológicos durante a progressão tumoral, que envolve várias 

alterações na sinalização intra e intercelular. Isso promove uma série de eventos, 

como: desregulação do ciclo celular, facilitando a proliferação; surgimento de 

células invasivas que se dissociam do tumor e migram para a matriz extracelular; 

convocação da rede endotelial neovascular próxima (angiogênese); promoção 

da disseminação de células tumorais com características de superfície celular, 
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que promovem interações de adesão com plaquetas, leucócitos e células do 

endotélio vascular sanguíneas e linfáticas; facilitação da evasão da imunidade 

inata. Finalmente, um conjunto de células “sobrevivente” invade, neovasculariza, 

dissemina, extravasa e prolifera em uma nova localização tecidual, tornando-se 

uma metástase (FUSTER E ESKO, 2005). 

A maioria das classes de glicanas existe como glicoconjugados ligados a 

membranas ou como moléculas secretadas, que podem integrar a matriz 

extracelular. Estas localizações posicionam as glicanas para mediar adesão e 

mobilidade celular, bem como sinalização intracelular (MARTH, 1999). No 

ambiente tumoral, alterações de glicosilação permitem que as células 

neoplásicas assumam muitos dos eventos que ocorrem no desenvolvimento 

(como ativação de receptores, mobilidade e adesão celular), permitindo que as 

células tumorais invadam ou espalhem-se no organismo (VARKI, 1999). As 

transformações malignas são frequentemente acompanhadas por expressão de 

genes oncofetais (epitopos que são expressos em tecidos embrionários e células 

tumorais). Muitos dos primeiros anticorpos identificados específicos para 

tumores eram direcionados contra antígenos oncofetais sacarídicos presentes 

em glicoproteínas e glicoesfingolipídeos tumorais. Em alguns casos, a 

subexpressão e alteração ou encurtamento na ramificação de certas glicanas 

está relacionado ao crescimento celular. Alterações similares em tumores 

permitem que eles intensifiquem sua capacidade proliferativa (VARKI, 1999; FEIZI, 

1985). 

 

1.7 GLICOSILTRANSFERASES 

 

As GTs estabelecem ligações glicosídicas, realizando a biossíntese de 

dissacarídeos, oligossacarídeos ou polissacarídeos ao catalisarem a 

transferência de um monossacarídeo, a partir de moléculas doadoras, para uma 

molécula aceptora (TANIGUCHI ET AL., 2002). Este grupo de enzimas apresenta 

especificidades variadas por diferentes substratos, assim como localização 

celular diversa, sendo portanto responsáveis pela diversidade e complexidade 

de glicoconjugados, glicoproteínas, glicolipídeos e proteoglicanas.  
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Os mamíferos utilizam apenas 9 tipos de doadores nucleotídeo-

sacarídicos para GTs: UDP-glicose, UDP-galactose, UDP-GlcNAc, UDP-

GalNAc, UDP-xilose, UDP-ácido glicurônico, GDP-manose, GDP-fucose e CMP-

ácido siálico. Os grupos fosfato destas moléculas doadoras são coordenados às 

enzimas por cátions divalentes, mas existem enzimas independentes de metais.  

As GTs podem ser divididas em enzimas de “retenção” ou “inversão” de 

acordo com a estereoquímica da ligação do carbono anomérico do doador 

(retenção (α→α) ou inversão (α→β) da estereoquímica durante a transferência). 

O mecanismo de inversão requer apenas um ataque nucleofílico a partir do 

átomo aceptor para inverter a estereoquímica (nesse caso a própria hidroxila 

aceptora é quem realiza o ataque nucleofílico, aproximando-se do carbono 

anomérico pelo lado oposto). O mecanismo de retenção ainda está sendo 

debatido, mas há evidências contrárias ao mecanismo de deslocamento duplo 

(que causaria duas inversões) e ao mecanismo dissociativo, e trabalhos recentes 

sugerem fortemente um mecanismo de ataque ortogonal, o que estaria de 

acordo com as estruturas disponíveis, geometria e estudos cinéticos e 

computacionais (Figura 8) (SCHUMAN ET AL., 2013).  

 

            

Figura 8. A) Mecanismo de deslocamento duplo, envolvendo um intermediário covalente glicosil-enzima. B) 
Inversão por SN2, com ataque em C1 pelo lado oposto pela hidroxila aceptora.  Mecanismos alternativos 
para retenção: C) Mecanismo ortogonal, com ataque nucleofílico em C1 pelo aceptor; D) Mecanismo SNi; 
E) Mecanismo SN1 (SCHUMAN ET AL., 2013). 
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O baixo grau de identidade de sequências entre as diversas GTs, 

acompanhado por um reduzido número de estruturas cristalinas, vem limitando 

nossa capacidade de estudar os aspectos estruturais desta família de enzimas. 

Entretanto, determinações estruturais nos últimos anos revelaram que a maiorias 

das glicosiltransferases apresenta um de dois tipos de enovelamento, 

designados GT-A e GT-B (BOURNE Y E HENRISSAT B, 2001; COUTINHO ET AL., 

2003). 

O enovelamento GT-A consiste de um sanduíche // similar a um 

enovelamento do tipo Rossmann (Figura 9A). Uma característica geral desta 

família é a presença de um motivo comum DxD e a necessidade de um cátion 

divalente para a atividade (BRETON ET AL., 1998; BRETON & IMBERTY, 1999). Uma 

comparação entre domínios catalíticos das enzimas desta família revelou duas 

regiões estruturalmente conservadas em todos os membros, incluindo enzimas 

que agem por retenção e inversão e, assim, sugerem que elementos estruturais 

comuns são necessários para a transferência glicosídica, independente da 

estereoquímica da reação.  

O enovelamento GT-B consiste de dois enovelamentos Rossmann com 

uma região conectora e um sítio catalítico localizado entre os domínios (Figura 

9B). Há uma ótima conservação estrutural entre membros desta família, 

especialmente no domínio C-terminal, onde ocorre a ligação ao substrato. As 

maiores variações ocorrem no domínio N-terminal, nas alças e hélices que 

apontam para o sítio catalítico e que evoluíram para acomodar diferentes 

aceptores (BRETON ET AL., 2006). 

 

 

Figura 9. A) Enovelamento GT-A (PDB ID 1h7l) e B) Enovelamento GT-B (PDB ID 1nlm). 
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O substrato aceptor de uma glicosiltransferase pode ser simples, como 

uma unidade monossacarídica, ou complexo, como oligo e polissacarídeos, 

ácidos nucleicos, lipídeos ou proteínas. A transferência glicosídica no caso de 

proteínas, pode ocorrer principalmente em resíduos de tirosina, serina ou 

treonina (gerando glicoproteínas O-ligadas) ou então em resíduos de asparagina 

(gerando glicoproteínas N-ligadas) (Figura 10). 

 

 

Figura 10. A) N-ligadas e B) O-ligadas. (Adaptado de FUSTER & ESKO, 2005).  

 

Além destes dois tipos principais de glicosilação, existem outros menos 

comuns, descritos mais recentemente: fosfoglicosilação, C-glicosilação 

(presentes apenas em eucariotos) e glipiação (identificada em eucariotos e 

arqueas). Na fosfoglicosilação os oligossacarídeos estão ligados a resíduos de 

serina ou treonina via ligações fosfodiéster (SPIRO, 2002). Na C-manosilação ou 

C-glicosilação um resíduo de -manose é adicionado ao grupamento indol de 

um triptofano presente na primeira posição da sequência consenso Trp-X1-X2-

Trp/Cys, sendo que essa ligação é favorecida quando X1 é um aminoácido 

pequeno ou polar (como serina, alanina, glicina ou treonina) e desfavorecida 

quando X1 é fenilalanina ou leucina (HOFSTEENGE ET AL., 1994; DE BEER ET AL., 

1995; KRIEG ET AL., 1997; DOUCEY ET AL., 1998; KRIEG ET AL., 1998; JULENIUS, 

2007). E na glipiação ocorre a adição de glicofosfatidilinositol (GPI) à região C-
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terminal de polipeptídeos, que é realizada a fim de ancorar algumas 

glicoproteínas e proteoglicanas a superfícies celulares (LOW, 1989; SPIRO, 2002; 

PAULICK E BERTOZZI, 2008).  

 

1.7.1 FUCOSILTRANSFERASE 8 

 

A fucosiltransferase 8 (FUT8) é uma é uma -1,6 fucosiltransferase que 

catalisa a transferência de uma Fuc (a partir de uma GDP--L-fucose) para a 

primeira GlcNAc de um oligossacarídeo N-ligado (“core fucosylation”) (Figura 

11). Este tipo de fucosilação é frequentemente observado em N-glicanas de -

fetoproteína, um marcador tumoral para carcinoma hepatocelular bastante 

conhecido (TAKETA ET AL., 1993; NODA ET AL., 1998).  

 

 

Figura 11. Reação de 1,6 fucosilação catalisada pela FUT8 (transferência de uma fucose, em ligação 1,6, 
para a primeira GlcNAc de uma glicana N-ligada).   

 

Experimentos com FUT8 de mamíferos demonstraram que a metástase é 

suprimida pela fucosilação 1,6 da integrina 51 (MIYOSHI ET AL., 1999). Já a 

fucosilação 1,6 das N-glicanas de imunoglobulina humana IgG1 regula a 

citotoxicidade celular anticorpo-dependente (ADCC). A ausência de “core” 

fucose em IgG1 resulta em um aumento de atividade de ADCC em até 100 

vezes, sugerindo que IgG1 deficiente nesta fucose seria útil no tratamento de 

câncer utilizando terapia com anticorpo (SHIELDS ET AL., 2002; SHINKAWA ET AL., 

2003). Além destes experimentos, foi verificado que a fucosilação 1,6 regula 
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a função de imunoglobulinas por modificar suas características físico-químicas 

(OKAZAKI ET AL., 2004). Outro grupo também reportou que o rompimento do gene 

FUT8 em camundongos levou a fenótipos de retardamento de crescimento, 

enfisema pulmonar e até mesmo morte (WANG ET AL., 2005). Estes fenótipos 

ocorreram principalmente pela falta de fucosilação 1,6 em fator de 

crescimento epidermal, receptores de fator de crescimento  (WANG ET AL., 2005; 

TANIGUCHI ET AL., 2006) e outras moléculas (LEE ET AL., 2006; LI ET AL., 2006; ZHAO 

ET AL., 2006). Todos estes estudos sugerem fortemente que FUT8 e seu produto 

enzimático (“core” fucose) tem papéis em vários eventos fisiológicos e 

fisiopatológicos.  

A estrutura de FUT8 humana foi determinada por cristalografia de raios X 

(PDB ID 2de0), correspondente aos resíduos 68 a 575 (regiões haste e 

transmembrana ausentes) (IHARA ET AL., 2007). Foi observada a presença de 3 

domínios: um domínio N-terminal (resíduos 109 a 173) contendo duas longas -

hélices antiparalelas formando uma estrutura “coiled-coil”; um domínio catalítico 

(resíduos 174 a 501) composto por uma estrutura de folha aberta / (resíduos 

203 a 297) e um enovelamento Rossmann (resíduos 359 a 492), ligadas por três 

hélices; e um domínio SH3 C-terminal (resíduos 502 a 562) (Figura 12). Nesta 

estrutura cristalográfica os resíduos Asp368 a Thr372 estão desordenados.  

 

 

Figura 12. A) Estrutura cristalográfica de FUT8 humana (PDB ID 2de0). Domínio N-terminal (coiled-coil) em 

cinza. Domínio catalítico colorido de acordo com a estrutura secundária (-hélices em vermelho, folhas- 
em amarelo e alças em verde). E domínio C-terminal SH3 em azul. B) Domínio catalítico, destacando a 

estrutura de sanduíche  (-hélices em azul ciano, folhas- em roxo/rosa e alças em salmão). C) 

Domínio catalítico, destacando a estrutura tipo Rossmann (-hélices em azul ciano, folhas- em roxo/rosa 
e alças em salmão). 
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 Estudos comparativos utilizando a ferramenta DALI (HOLM E SANDER, 

1993) demonstraram que, quando analisados separadamente, os domínios de 

FUT8 apresentam similaridade estrutural com outras proteínas (IHARA ET AL., 

2007). Entretanto, a estrutura completa de FUT8 apresentou baixa similaridade 

estrutural com proteínas conhecidas (IHARA ET AL., 2007). A estrutura da FUT8 

apresenta um enovelamento Rossmann, similar a GTs da família GT-A. 

Entretanto, pesquisas usando o domínio catalítico (resíduos 201 a 500) 

resultaram em similaridades estruturais com enzimas da família GT-B. Além 

disso, a FUT8 não possui um motivo DxD e possui atividade total na ausência 

de íon metálico. Esses resultados dão suporte para classificar esta enzima como 

semelhante à família GT-B.  

 

1.7.2 CORE-2 N-ACETIL GLICOSAMINILTRANSFERASE LEUCOCITÁRIA 

 

A Core-2 N-acetil glicosaminiltransferase leucocitária (C2GnT-L) é uma 

GT presente no Golgi cis/medial que catalisa a conversão de O-glicanas de 

estrutura Core-1 para estruturas Core-2 (WILLIAMS ET AL., 1980; BIERHUIZEN E 

FUKUDA, 1992). A C2GnT-L é uma N-acetil glicosaminiltransferase que age por 

inversão (COUTINHO ET AL., 2003), transferindo uma GlcNAc, em ligação 1,6, de 

uma UDP-GlcNAc para Gal-1–3)-GalNAc-O-Ser/Thr (“Core” 1) para gerar Gal-

(1–3)[GlcNAc-1–6)]GalNAc-O-Ser/Thr (“Core” 2) (Figura 13). Íons divalentes, 

essenciais para a atividade catalítica em muitas GTs, não são necessários em 

C2GnT-L (YEH ET AL., 1999; SCHWIENTEK ET AL., 2000).  

 

 

Figura 13. Reação catalisada por C2GnT-L (transferência de GlcNAc, em ligação 1,6, para uma estrutura 
Core 1, formando a estrutura Core 2). 
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As O-glicanas Core-2 tem demonstrado importante participação na 

migração de linfócitos e rolamento de leucócitos mediados por selectinas. L-

selectinas de linfócitos ligam-se a O-glicanas de células endoteliais contendo 6-

sulfo sialil Lewis X em estruturas Core-2 e Core-1 estendidas, enquanto 

neutrófilos que expressam sialil Lewis X em O-glicanas Core-2 ligam-se a E- e 

P-selectinas em células endoteliais (KAWASHIMA ET AL., 2005; SPERANDIO ET AL., 

2001; LOWE, 2003).  

A expressão de C2GnT-L está correlacionada com a progressão tumoral 

de vários tipos de câncer, tornando esta enzima extremamente interessante no 

estudo de metástase tumoral. Ela é superexpressa em câncer de pulmão, 

próstata e colorretal e alguns trabalhos demonstraram que a transfecção de 

C2GnT-L para linhagens celulares de câncer de próstata levou ao aumento do 

tamanho do tumor (MACHIDA ET AL., 2001; HAGISAWA ET AL., 2005).  

A estrutura de C2GnT-L de murino foi determinada por cristalografia de 

raios X (PDBIDs 2gak e 2gam) (PAK ET AL., 2006).  Esta estrutura compreende 

os resíduos 38 a 428 (ausentes os resíduos 1 a 16 do domínio N-terminal 

citoplasmático e os resíduos transmembranares 17 a 34). A primeira região 

(resíduos 38 a 121) é composta apenas de -hélices e corresponde a uma haste 

que estende o domínio catalítico ao lúmen do Golgi. A segunda região 

corresponde ao domínio catalítico (resíduos 122 a 428) e é uma estrutura // 

contendo 6 folhas-flanqueadas em um lado por -hélices e 3 folhas- e no 

outro lado por -hélices e 2 e 3 folhas- (Figura 14).   
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Figura 14. Estrutura cristalográfica de C2GnT-L (PDB ID 2gak). Resíduos 38 a 121 (-hélices) coloridos em 
cinza. O restante corresponde ao domínio catalítico (resíduos 122 a 428), coloridos de acordo com a 

estrutura secundária (-hélices em vermelho, folhas- em amarelo e alças em verde). 

 

A estrutura do domínio catalítico pertence ao enovelamento GT-A. Os 

resíduos 122 a 240 contém o sítio de ligação para a porção nucleotídica do 

substrato doador (resíduos correspondentes àqueles conservados entre as GTs 

da família GT-A) (TARBOURIECH ET AL., 2001), enquanto os resíduos 241 a 428 

contém o sítio de ligação do substrato aceptor. 

Apesar da estrutura de C2GnT-L possuir enovelamento tipo GT-A, o 

motivo característico de ligação a íon metálico DxD está ausente. Alinhamentos 

estruturais sugerem que o papel dos íons Mn2+ ou Mg2+ em estruturas GT-A 

dependentes de metais é suprido pelos resíduos de aminoácidos básicos Arg378 

e Lys401 em C2GnT-L. O uso de aminoácidos básicos é similar ao 

comportamento observados em GTs tipo GT-B e fornece evidencias estruturais 

de convergências do mecanismo catalítico entre as GTs de enovelamentos GT-

A e GT-B (PAK ET AL., 2006). 

A C2GnT-L apresenta dois sítios de N-glicosilação, nos resíduos Asn58 e 

Asn95 (ambos na região N-terminal). Estudos verificaram a ocupação e 

importância destes sítios, sendo que a glicosilação em Asn95 é essencial para a 

atividade biológica de C2GnT-L - gerar ligantes funcionais de selectinas, 
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especialmente PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) -, bem como para 

localizá-la no Golgi cis/medial (HAMON ET AL., 2005).  

 

1.8 DINÂMICA MOLECULAR 

 

O uso de simulações de dinâmica molecular (DM), utilizado para 

biomoléculas desde a década de 70 (MCCAMMON ET AL., 1977), é hoje uma 

ferramenta computacional amplamente difundida, utilizada para investigação da 

estrutura e dinâmica de biomoléculas em geral, abrangendo estudos de 

interações entre compostos e suas proteínas-alvo, desnaturação e 

enovelamento proteicos (PONDER E CASE, 2003), entre outros. Na DM os átomos 

são tratados como partículas se movendo sob a influência da mecânica clássica 

(MAGINN E ELLIOT, 2010) e as sucessivas configurações do sistema são geradas 

pela integração da equação do movimento de Newton: 

𝑑2𝑟𝑖

𝑑𝑡2
=

𝐹𝑖

𝑚𝑖
 

Nesta equação, d2ri/dt2 é a aceleração, mi é a massa e Fi é a força sobre 

um determinado átomo i. O resultado desta integração empregada sobre todos 

os átomos do sistema é uma trajetória que especifica como as posições e 

velocidades das partículas do sistema variam com o tempo relativo à aceleração 

(LEACH, 2001). Entretanto, esta equação não consegue determinar a magnitude 

(módulo) e a direção da força Fi sobre os átomos do sistema, nem sua relação 

com as características de cada molécula em estudo. Estes parâmetros serão 

calculados em função de mudanças de energia potencial (V) entre a posição 

atual e a posição seguinte (aquela que representará o próximo passo da 

simulação) sobre cada átomo (coordenadas atômicas ri a rn): 

𝐹𝑖 =  
−𝜕𝑉 (𝑟𝑖, … 𝑟𝑛)

𝜕𝑟𝑖
 

A função de energia potencial (Vtotal) é dada conforme a Figura 15, sendo 

descrita no chamado Campo de Força empregado na simulação. O campo de 

força pode ser definido como um conjunto de funções e parametrizações usadas 

em cálculos de mecânica molecular (DE SANT’ANNA, 2002) que definem as 

energias associadas a interações ligadas e não-ligadas. Por exemplo, entre 
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átomos ligados covalentemente o estiramento de ligação e distorção do ângulo 

de ligação (tanto de valência quanto de diedro) de uma molécula é descrito em 

relação à sua conformação não tensionada (caracterizada pelos valores-padrão 

de comprimentos e de ângulos de ligação). Juntamente a termos dedicados à 

descrição da interação entre átomos não-ligados, como forças eletrostáticas, 

ligação de hidrogênio e forças de van der Waals, dentre outros, os campos de 

força expressam o somatório das funções de energia potencial de cada átomo e 

calculam a energia dos sistemas em função das posições dos núcleos dos 

átomos (LEACH, 2001). 
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Figura 15. Funções de energia que compõem campos de força empregados em dinâmica molecular 
(LIGABUE-BRAUN, 2014). 

 

Existem diversos campos de força disponíveis para simulações de DM. 

No pacote de simulações GROMACS (VAN DER SPOEL ET AL., 2005) destacam-se 

o AMBER (CASE ET AL., 2005), o CHARMM (MACKERELL ET AL., 1998), e o 

GROMOS (VAN GUNSTEREN ET AL., 1996). Destes, AMBER e CHARMM são 

campos chamados “all-atom”, ou seja, apresentam parâmetros para todos os 

átomos presentes no sistema, enquanto o GROMOS é um campo “united-atom”, 
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onde não são incluídas representações para hidrogênios não polares, apenas 

hidrogênios polares estão incluídos nas definições do campo.  
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2. OBJETIVOS 

A partir dos itens apresentados na introdução, percebe-se que que 

glicanas, glicoproteínas e glicosiltransferases possuem papéis em diversos 

processos fisiopatológicos. Desta maneira, o objetivo geral deste trabalho é a 

caracterização estrutural de três proteínas – Fel d 1, FUT8 e C2GnT-L -, através 

do refinamento de suas estruturas cristalográficas, introduzindo informação 

sacarídica.  

 

Considerando o papel da glicosilação e dos sítios ligadores de Ca2+ nos 

processos alérgicos, o presente trabalho pretende estudar o principal alérgeno 

do gato, a proteína Fel d 1, através dos seguintes objetivos específicos: 

► Verificação do papel estrutural dos íons Ca2+ nos sítios propostos 

para Fel d 1 através de cálculos semiempíricos e moleculares em 

solução;  

► Caracterização da proteína Fel d 1 em solução na forma 

glicosilada, em diferentes glicoformas (correspondentes às formas 

mínima e máxima de estruturas sacarídicas). 

 

Além disso, considerando a superexpressão das glicosiltransferases 

FUT8 e C2GnT-L em diversos tipos tumorais, bem como a ausência de estudos 

estruturais e conformacionais destas moléculas em solução, o presente trabalho 

visa também ampliar o conhecimento acerca dessas enzimas, aplicando 

técnicas computacionais ao estudo de diferentes aspectos de sua biologia 

estrutural. Neste contexto foram traçados os seguintes objetivos específicos: 

►  Caracterização estrutural e conformacional da FUT8 livre em 

solução e complexada ao seu substrato doador; 

►  Caracterização da interação da FUT8 com sua glicana-alvo e com 

uma proteína alvo (Integrina 51); 

►  Caracterização da glicobiologia estrutura de C2GnT-L em solução, 

livre e complexada a seus substratos doador e aceptor; 
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Espera-se, a partir dos resultados alcançados, contribuir na compreensão 

do funcionamento destas proteínas, possibilitando futuros estudos acerca de 

seus papéis em enfermidades.  
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3. MÉTODOS 

 

3.1 SISTEMAS ESTUDADOS 

 Neste trabalho foram submetidos à DM, sob solvente explícito, os 

seguintes sistemas: 

► Fel d 1 tetramérica, na ausência e na presença de íons Ca2+, em 

três campos de força diferentes (Amber, Charmm e Gromos), 

totalizando 6 sistemas, n=1 para cada um; 

► Fel d 1 tetramérica na presença de íons Ca2+ contendo a forma 

mínima de glicosilação, n=1; 

► Fel d 1 tetramérica na presença de íons Ca2+ contendo a forma 

máxima de glicosilação, n=1; 

► Unidade cristalina da Fel d 1, constituída de dez tetrâmeros 

adicionais à unidade tetramérica central, n=1; 

► FUT8 não complexada sem a alça DKVGT (resíduos 368-372, 

desordenados no cristal) nos campos de força Gromos (n=2) e 

Amber (n=2); 

► FUT8 complexada ao substrato (UDP--L-glicose) sem a alça 

DKVGT (n=3); 

► FUT8 não complexada com a alça DKVGT (n=2);  

► FUT8 complexada ao substrato (UDP--L-glicose) com a alça 

DKVGT (n=2); 

► FUT8 complexada à glicana alvo (DM) (n=2); 

► C2GnT-L livre em solução (n=2, a partir de 2 estruturas cristalinas 

diferentes); 

► C2GnT-l complexada ao seu substrato aceptor (Gal--(1-3)-

GalNAc) (n=1); 

► DM de C2GnT-L complexada ao seu substrato doador (UDP-

GlcNAc) (n=1). 
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Adicionalmente, foi realizado cálculo semiempírico para Fel d 1 

tetramérica, não glicosilada, com os quatro íons Ca2+ encontrados na estrutura 

cristalográfica. 

Foi também realizado o atracamento molecular da FUT8 à sua glicana 

alvo, bem como o atracamento molecular da FUT8 à Intergina 51.  

 

3.2 PROGRAMAS UTILIZADOS 

Durante a realização deste trabalho os seguintes programas foram 

utilizados: 

► Pacote de simulações GROMACS 4.5 para a DM (HESS ET AL., 

2008); 

► Programa de cálculo semiempírico MOPAC (STEWART, 2008); 

► Programa de modelagem comparativa MODELLER (FISER ET AL., 

2000); 

► Autodock 4.2 para atracamentos ligantes-proteína (MORRIS ET AL., 

2009); 

► ClusPro 2.0 para atracamento proteína-proteína (COMEAU ET AL., 

2004); 

► Programas de visualização de moléculas: VMD (HUMPHREY ET AL., 

1996), Pymol (DELANO, 2002) e Swiss-PdbViewer (GUEX E PEITSCH, 

1997); 

 

3.3 PROTOCOLOS 

   3.3.1 DM  

O protocolo geral de simulação dos sistemas descritos no item 3.1 foi 

baseado em procedimentos previamente descritos (por exemplo, por DE GROOT 

E GRUBMÜLLER, 2001; SACHETT E VERLI, 2011; POL-FACHIN E VERLI, 2012). Para 

todas as proteínas foram realizados cálculos de DM com o pacote GROMACS 

4.5 (HESS ET AL., 2008) empregando o campo de força GROMOS96 53a6 

(OOSTENBRINK ET AL., 2004). Para Fel d 1 e FUT8 livre foram também realizadas 

simulações com o campo de força Amber99SB-ILDN (LINDORFF-LARSEN ET AL., 

2010). E, para Fel d 1, foram também realizadas simulações com o campo de 

força CHARMM27 (MACKERELLET AL., 2001). 
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Os sistemas foram solvatados em caixas triclínicas, usando condições 

periódicas de contorno e os modelos de água recomendado para cada campo 

de força. Para o Gromos foi usado o modelo SPC, enquanto para o Amber e 

Charmm o modelo Tip3P foi empregado. Contra-íons (Na+ ou Cl-) foram 

adicionados para neutralização dos sistemas. O método Lincs (HESS ET AL., 

1997) foi aplicado na restrição de ligações covalentes de forma a permitir um 

passo de integração de 2 fs, enquanto as interações eletrostáticas foram 

calculadas utilizando o método Particle-Mesh Ewald (DARDEN ET AL., 1993). A 

temperatura e a pressão de cada sistema foram mantidas constantes através do 

acoplamento das proteínas, íons e solvente a banhos externos de temperatura 

e pressão, utilizando constantes de acoplamento de, respectivamente, τ = 0,1 ps 

e τ = 0,5 ps (BERENDSEN ET AL., 1984). A constante dielétrica do meio foi tratada 

como ε = 1. 

As simulações por dinâmica molecular geralmente iniciam com uma etapa 

de equilibração. Nessa etapa ocorre o aquecimento gradativo do sistema, 

visando uniformizar as energias contidas na estrutura analisada (seja 

cristalográfica, derivada de RMN ou obtida por modelagem comparativa) para 

que sejam evitadas deformações nas moléculas em estudo. Para equilibração, 

após 1 ps de DM sob restrição de posição (1.000 kJ/mol), cada um dos sistemas 

foi aquecido lentamente de 50 K a 300 K de maneira que, em cada um dos seis 

passos de 5 ps, há o aumento da temperatura em 50 K. A simulação teve 

prosseguimento sem restrições na temperatura de equilíbrio de 300 K, por 500 

ns, considerando um valor de referência de 3.5 Å entre átomos pesados para 

ligações de hidrogênio, e um ângulo de corte de 30° entre doadores e aceptores 

de hidrogênio (HESS ET AL., 2008). 

Os sistemas com a proteína Fel d 1 foram simulados na ausência e 

presença dos íons Ca2+, nos três campos de força mencionados, totalizando 6 

sistemas. Ainda, foram simuladas duas glicoformas da proteína, uma delas 

contendo em cada cadeia (no resíduo Asn103) uma N-glicana completa [(-Asn-) 

GlcNAc2Man3GlcNAc3Gal3 (Fuc1)-NeuAc3] e outra forma contendo em cada 

cadeia uma glicana reduzida [(-Asn-) GlcNAc2Man3GlcNAc3Gal2], no campo de 

força Gromos96 53a6, formando então 8 sistemas que foram simulados por 

100ns. A construção das estruturas sacarídicas foi feita utilizando o servidor 

Glycosciences (www.glycosciences.de). As geometrias das ligações glicosídicas 

http://www.glycosciences.de/
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foram ajustadas para as conformações majoritárias em solução de cada ligação, 

obtidas em estudos anteriores por DM dos dissacarídeos em água (FERNANDES 

ET AL., 2010; POL-FACHIN ET AL., 2012). Um 9° sistema, contendo uma 

mimetização do ambiente cristalino da Fel d 1 (adicionando 10 tetrâmeros), 

gerado com a ferramenta Symexp do programa Pymol (DELANO, 2002), foi 

também simulado nos três campos de força mencionados por 25ns.  

 

Para FUT8, nos sistemas com o substrato GDP--L-fucose foram 

utilizados parâmetros de fosfatos e guanosina presentes no campo de força 

Gromos 53a6 (OOSTENBRINK ET AL., 2004), juntamente com parâmetros da fucose 

previamente descritos pelo nosso grupo de pesquisa (POL-FACHIN ET AL., 2012). 

A estrutura cristalográfica disponível para FUT8 apresenta a região dos resíduos 

Asp368 a Thr372 desordenada, cujos autores da cristalografia acreditam ser 

uma alça flexível, já que em muitas GTs alças flexíveis são importantes para o 

mecanismo catalítico (IHARA ET AL, 2007).  Desta maneira, foram estudados 

sistemas de FUT8 livre em solução e complexada ao substrato na presença e 

ausência desta alça, a fim de verificar a importância da mesma. A alça DKVGT 

foi modelada utilizando o programa MODELLER (FISER ET AL., 2000). 

 

As simulações por DM de C2GnT-L utilizaram as mesmas condições 

descritas para Fel d 1 e FUT8, mas neste caso foram realizadas apenas 

simulações com o campo de força Gromos96 53a6. No banco de dados Protein 

Data Bank (PDB) existiam duas estruturas disponíveis: PDB ID 2gak (C2GnT-L 

“apo”) e PDB ID 2gam (C2GnT-L complexada ao substrato aceptor, Gal--(1-3)-

GalNAc). Foram estudadas ambas as estruturas, 2gak e 2gam (retirando-se o 

substrato desta última), a fim de comparar os cristais. Posteriormente, a estrutura 

completa do cristal 2gam foi estudada, complexada ao substrato aceptor.  

 Para estudar o complexo com o substrato doador (UGP-GlcNAc), foi 

realizado primeiramente a ancoragem molecular deste ligante ao receptor 

(C2GnT-L), através do programa Autodock 4.2 (MORRIS ET AL., 2009). Após, 

seguiu-se o protocolo de DM conforme os demais sistemas.  
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   3.3.2 Cálculo semiempírico de Fel d 1 com íons Ca2+ 

 Para descrever a coordenação dos íons Ca2+, a proteína Fel d 1 foi 

submetida a cálculo semiempírico com o programa MOPAC (STEWART, 2008) 

contendo os quatro íons Ca2+ encontrados na estrutura cristalográfica. O 

protocolo empregou o método PM6 (STEWART, 2007) e a técnica MOZYME 

(STEWART, 1996), que compreende os passos a seguir: otimização dos átomos 

de hidrogênio a um gradiente abaixo de 5 kJ/mol/Å; otimização global com 

critério de gradiente de convergência de 10 kJ/mol/Å e cutoff = 6; otimização 

global com critério de gradiente de convergência de 5 kJ/mol/Å e cutoff = 9. Os 

cálculos foram realizados na ausência de moléculas de águas cristalográficas, 

como o modelo de solvatação contínua COSMO (KLAMT E SCHÜÜRMANN, 1993), 

e com todas as moléculas de água cristalográfica a um raio de 5 Å dos íons Ca2+. 

Foram avaliadas as ordens de ligação e as distâncias para estimar os possíveis 

sítios de coordenação Ca2+-aminoácido.  

 

   3.3.3 Atracamento de FUT8 à glicana-alvo 

 A estrutura da glicana alvo da fucosilação foi construída no portal 

Glycosciences (www.glycosciences.de) utilizando a ferramenta SWEET2 (Figura 

16), e posteriormente ajustou-se as geometrias das ligações glicosídicas para as 

conformações majoritárias em solução de cada ligação, obtidas em estudos 

anteriores por DM dos dissacarídeos em água (FERNANDES ET AL., 2010; POL-

FACHIN ET AL., 2012).  O atracamento molecular à glicana alvo da fucosilação foi 

realizado no Autodock 4.2 (MORRIS ET AL., 2009). Neste processo, o receptor 

(FUT8) foi mantido rígido e as ligações glicosídica do ligante (glicana) foram 

mantidas flexíveis.  

http://www.glycosciences.de/
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Figura 16. Estrutura da glicana alvo da fucosilação, posteriormente submetida ao atracamento molecular. 

 

   3.3.4 Atracamento de FUT8 à integrina 51 

 Para o atracamento molecular da FUT8 à Integrina 51 (PDB ID 3vi3) foi 

utilizado o programa PIPER (KOZAKOV ET AL., 2006), implementado no ClusPro 

2.0 (COMEAU ET AL., 2004). Sabe-se que 50% das glicanas N-ligadas nesta 

Integrina são fucosiladas na primeira GlcNAc (“core” fucosilação) (LITYNSKA ET 

AL., 2002; NAKAGAWA ET AL., 1996). Desta maneira, foram selecionados os sítios 

de N-glicosilação, presentes nas cadeias A, B, C e D, para o atracamento.  
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4. RESULTADOS 

 

Os resultados oriundos das metas propostas para este trabalho são 

apresentados em 4 partes:   

 

4.1 Artigo de divulgação científica: O Papel de Carboidratos na Função 

Proteica: O Caso das PGHSs  

4.2 Manuscrito: The calcium goes meow: effects of ions and glycosylation 

on Fel d 1, the major cat allergen 

4.3 Manuscrito: Conformacional characterization of fucosyltransferase 8 

(FUT8) in solution 

4.4 Caracterização da glicobiologia estrutura de C2GnT-L (resultados 

preliminares). 
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4.1  Artigo de divulgação científica: O Papel de Carboidratos na Função 

Proteica: o caso das PGHSs  

 

O Papel de Carboidratos na Função Proteica: o caso das PGHSs 

Sachett LG, Verli H 

Revista Virtual de Química, 2011, 3(4), 275-285. 
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4.2  Artigo: The calcium goes meow: effects of ions and glycosylation on Fel d 1, 

the major cat allergen 

Rodrigo Ligabue-Braun, Liana Guimarães Sachett, Laércio Pol-Fachin, Hugo Verli  

 

Submetido à revista Plos One em 1 de janeiro de 2015. Aceito em 11 de 

junho de 2015. Publicado em 2 de julho de 2015. 
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4.3  Manuscrito: Conformational characterization of fucosyltransferase 8 (FUT8) 

in solution  

Liana Guimarães Sachett, Eric Allison Philot, Luis Paulo Barbour Scott and Hugo Verli. 

  

Este trabalho será submetido à revista “Jornal of Molecular Graphics and 

Modelling”. 
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Conformational characterization of fucosyltransferase 8 (FUT8) in solution 

Liana Guimarães Sachetta, Eric Allison Philotb, Luis Paulo Barbour Scottb and 

Hugo Verlia*. 

aCentro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento 

Gonçalves 9500, CP 15005, Porto Alegre 91500-970, RS, Brazil. 

bLaboratório de Biologia Computacional e Bioinformática, Universidade Federal do 

ABC, Santo André, SP, Brazil 

 

Abstract 

Fucosyltransferase 8 (FUT8) is a -1,6 fucosyltransferase important for 

physiological and pathological processes in mammals. This enzyme is found in 

high expression levels in lung-cancer, gastric-cancer and colon-cancer cell lines. 

While terminal fucosylation, which is synthesized by FUT1–FUT7 and FUT9, is 

directly associated with tumor metastasis, the biological significance of core 

fucosylation, 1,6-fucosylation, remains almost unknown. Here we present a 

molecular dynamics study on FUT8 comparing the Apo and Holo forms of the 

enzyme, the presence and absence of a small loop region in the catalytic site and 

its interaction to a target N-glycan and a target glycoprotein, integrin 51.  

Keywords:  

Fucosyltransferase 8, molecular dynamics, core fucosylation 

Abbreviations: 

FUT8:  fucosyltransferase 8; GlcNAc: N-acetylglucosamine; MD: molecular 

dynamics;  
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Introduction 

Fucosyltransferase 8 (FUT8) is an eukaryotic -1,6 fucosyltransferase catalyzing 

the transference of a fucose residue from GDP--L-fucose to the reducing 

terminal N-acetylglucosamine (GlcNAc) of the core structure of N-glycans (core 

fucosylation). This type of fucosylation is frequently observed in N-glycans of -

fetoprotein, a well-known tumor marker for hepatocellular carcinoma. Core 

fucosylation of N-glycans in human immunoglobulin (Ig) G1 regulates antibody-

dependent cellular toxicity (ADCC) (Shields et al., 2002). The lack of core fucose 

on IgG1 results in an increase in ADCC activity up to 100 fold, therefore 

suggesting that core fucose-deficient IgG1 would be useful in antibody therapy in 

cancer treatment (Shinkawa et al., 2003). While terminal fucosylation, which is 

synthesized by FUT1–FUT7 and FUT9, is directly associated with tumor 

metastasis (because it is associated with the formation of sialyl-Lewis X/Lewis X 

and sialyl-Lewis A/Lewis X), the biological significance of core fucosylation, 1,6-

fucosylation, remains almost unknown (Listinsky  et al., 2011).  

FUT8 is found in high expression levels in lung-cancer, gastric-cancer and colon-

cancer cell lines (Miyoshi et al, 1997). The increased expression and activity of 

FUT8 in the liver are strongly linked to the age-related changes in glycosylation 

and increased FUT8 and fucosylation influence IGF-1 signaling, demonstrating 

that the glycosylation machinery in liver cells is significantly affected during aging 

and that age-related increased FUT8 activity could influence the aging process 

by altering the sensitivity of the IGF-1R signaling pathway (Vanhoorem et al., 

2011). Knockout studies have also shown that the lack of FUT8 gene in mice can 
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lead to emphysema-like (Wang et al., 2009) and schizophrenia-like phenotypes 

(Fukuda et al., 2011).  

The overall structure of FUT8 is comprised of two long antiparallel -helices 

(residues 109–173, 1 and 2 helices), which form a coiled-coil structure at the 

N-terminus; a putative catalytic domain, comprised of two structures, an open 

sheet / structure and a Rossmann fold, which is frequently found in nucleotide 

binding proteins including glycosyltransferases; and a SH3 domain, which has 

been reported in various types of cytosolic proteins, located at the C-terminus of 

FUT8 (Ihara et al., 2007). A model for binding of the substrate, GDB--L-fucose, 

has recently been proposed (Kötzler et al., 2012), but a comparison between the 

Apo enzyme and the complexed enzyme, in solution, has not been carried out so 

far. Here we present a molecular dynamics study of this enzyme, free in solution 

and complexed to its substrate, as well as a comparison between FUT8 in the 

presence and in the absence of a five amino-acid disordered region, which may 

be important for positioning the substrate. Molecular docking studies on binding 

of FUT8 to its target glycan and to a target glycoprotein are also presented. 

 

Material and Methods 

Systems 

We studied the behavior of FUT8 in its free form and complexed to its substrate 

GDP--L-fucose. Considering the importance of flexible loops in the catalytic 

mechanism of other glycosyltransferases (Ihara et al., 2007), the enzyme was 

studied with and without a five amino-acid disordered region (residues 368 to 
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372) that is predicted to be a flexible loop. This region is absent in the 

crystallographic structure for human FUT8, which was retrieved from Protein Data 

Bank (PDB ID 2DE0). We modeled the loop region using MODELLER (Fiser et 

al., 2000). The structure of GDP--L-fucose was obtained from PDB 3ZY5, a 

crystallographic structure of an -1,2 fucosyltransferase and placed into the 

FUT8 catalytic site by superimposition of the catalytic region. Although FUT8 

does not present homology to any other fucosyltransferase, there are three small 

regions that are highly conserved among -1,2 and -1,6 fucosyltransferase and 

that participate in the binding site for the substrate (Ihara et al., 2007). 

Furthermore, site directed mutagenesis studies indicate that two arginine 

residues in one of the conserved regions, Arg 365 e 366 in human FUT8 play 

important roles in donor binding. 

Molecular dynamics studies 

All the systems (FUT8 in its free form and complexed to GDP--L-fucose, with 

and without the flexible loop) were submitted to molecular dynamics (MD) studies 

using the GROMACS 4.5.1 (Hess et al., 2008) simulation suite. We studied FUT8 

in its free form using Gromos96 53a6 (Oostenbrink et al., 2004) and 

AMBER99SB-ILDN force field (Lindorff-Larsen et al., 2010). FUT8 complexed to 

its substrate was studied only with Gromos96 53a6 force field, for which we have 

previously validated parameters for fucose (Pol-Fachin et al., 2012). Systems 

were placed in a triclinic box using the appropriate water model for each force 

field (SPC for Gromos96 53a6 and Tip3P for AMBER). Proper counter ions were 

used when needed. To constrain covalent bond lengths, the LINCS method (Hess 

et al., 1997) was applied, therefore allowing an integration step of 2fs after a first 
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energy minimization by using the steepest descent algorithm. The particle mesh 

Ewald method (Darden et al., 1993) was used in the calculation of electrostatic 

interactions. Temperature and pressure were kept constant by coupling the 

protein, ligands, ions, and solvent to external temperature and pressure baths 

with coupling constants of  = 0.1 and 0.5 ps (Berendsen, 1984), respectively. 

Parameters for GDP--L-fucose were built combining ATP and guanosine 

parameters available in the Gromos96 53a6 force field (Oostenbrink et al., 2004) 

and fucose parameters previously validated (Pol-Fachin et al., 2012).  

Normal modes analysis 

We used Normal Models Analysis (NMA) to investigate the flexibility of the 

models of FUT8. We performed all calculations with the CHARMM package 

(Brooks et al., 1983) and we used CHARMM-GUI web server (Jo et al., 2008) to 

prepare the input files. In the first step, we minimized the initial structures using 

the parameter set PARAM22 (MacKerell et al., 1998). The minimization protocol 

combined Conjugate Gradient (CG) and Adopted Basis Newton-Raphson 

(ABNR). First, we applied the CG with harmonic constraints being progressively 

decreased from 250 to 0 kcal mol-1 Å-2. In a second step, we used ABNR method 

without constraints and with a root mean square energy gradient of  10-6 kcal mol-

1 Å-1 convergence criteria. After minimization, we calculated the 60 lowest 

frequency normal modes using the DIMB method (Perahia and Mouawad, 1995) 

and the Root Mean Square Fluctuations (RMSF) of Cα atoms were calculated 

from these modes. The non-bonded interactions were treated using a switch 

function being applied between 8.0 and 10.0 Å and a distance dependent 

dielectric function (Louet et al., 2013). 
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Molecular docking studies 

The enzyme complex FUT8-GDP--L-fucose was docked to a target N-glycan 

((Asn-)GlcNAc2-Man3-GlcNAc7) using Autodock 4.2 (Morris et al., 2009). In this 

study, the substrate-enzyme complex was maintained in a rigid conformation and 

de N-glycan was used in a conformation previously obtained in solution. The 

resulting complex was further studied by MD simulation, using the Gromos96 

53a6 force field as described above.   

FUT8 was also docked to a target protein - the headpiece of integrin 51, (PDB 

ID 3VI3) - using PIPER (Kozakov et al., 2006) via ClusPro 2.0 (Comeau et al., 

2004), a web-based program validated for prediction of protein-protein 

interactions.  It is known that about 50% of the integrin N-linked saccharides are 

core fucosylated (Litynska et al., 2002; Nakagawa et al., 1996). Therefore, we 

selected the N-glycosylation sites (present in chains A, B, C and D) from the 

integrin for the docking studies.    

 

Results 

Protein stability 

The root mean square deviation (RMSD) and dictionary of secondary structure of 

proteins (DSSP) both revealed that the N-terminal portion (the coiled-coil domain) 

partially unfolds in all simulations ran with the Gromos force field. This does not 

happen with the Amber force field, although this domain flexibility is similar in both 

force fields (Figure 1). The secondary structure content in the Gromos force field 

is of approximately 36% alpha-helix, 14% beta-sheet and 24% coil for the Apo 
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system; 34% alpha-helix, 13,5% beta-sheet and 25% coil for the complexed 

system; and for the Amber force field the content is around 38,5% alpha-helix, 

14% beta-sheet and 20% coil (average values for all systems).  

Systems flexibility 

The Root Mean Square Fluctuation (RMSF) and Principal Component Analysis 

(PCA) revealed that, although the stability of the systems were larger in the 

Amber force field, the general flexibility for the Amber force field was similar to 

the Gromos force field, and even larger for the N-terminal domain in the Amber 

force-field (Figure 2). The observed flexibility is focused on the first principal 

component (PCA-Vector 1), and therefore in one of the principal components of 

flexibility. This indicates that the coiled-coil movement is intense in either force 

field. NMA also revealed a large N-terminal fluctuation in all systems 

(Supplementary data – Figure S1). 

Substrate complexation 

In order to substantiate the role of a five amino acid residues loop within the 

catalytic site of FUT8, we compared the substrate orientation within its site in the 

presence and in the absence of these residues. After a 100ns MD study we were 

able to observe that the substrate RMSD was smaller in the presence of the 

residues (Figure 3a). The visualization of the initial (0ns) and final orientation 

(100ns) of GFB within the catalytic site after the MD (Figure 3b and c) also 

showed that the presence of the loop helps to maintain the substrate in its initial 

position.   
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Target glycan docking to FUT8 

The N-glycan-FUT8 docking resulted in a complex in agreement with the catalytic 

mechanism (Figure 4). Ligplot analysis performed by PDBsum server stated that 

the N-glycan interacts with FUT8 by hydrophobic contacts with 10 residues 

(Cys222, Phe467, Ser469, Arg475, Tyr497, Tyr498, Ala532, Gly533, Val543, 

Thr550) and hydrogen bonds with 6 other residues (Gly217, Cys218, Gln470, 

Asp495, Ile496 and Lys541; all hydrogen bonds with GlcNAc residues). This 

obtained complex demonstrated to be stable during the MD study carried out in 

solution (Supplementary data – Figure S2).  

Molecular docking of FUT8 to integrin 51 

The molecular docking results obtained from ClusPro retrieved several models. 

The models revealed interaction complexes of FUT8 and Integrin compatible to 

core fucosylation of the Integrin N-glycans. We choose a model compatible to the 

fucosylation of chain A of the Integrin (at Asn275) to perform deeper analysis. In 

this model, we were able to observe that FUT8 interacts with three chains of the 

Integrin: chains A, C and D (Figure 5). The majority of the interactions are with 

chain A (13 hydrogen bonds and 143 non-bonded contacts), followed by chain D 

(2 hydrogen bonds and 43 non-bonded contacts) and chain C (11 non-bonded 

contacts).  Residues from FUT8 that participate in hydrogen bonds with chain A 

are Lys216, His298, Gln470, Gly501, Ala518, Asp519,  Arg545, Lys546, Arg549 

and Thr550. 
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Discussion 

The molecular dynamics studies presented in this work revealed that the N-

terminal domain of FUT8 (coiled-coil domain) is extremely flexible when placed 

in solution. This flexibility is not dependent on the force field or absence/presence 

of the substrate, as demonstrated by MD with AMBER and Gromos force field 

and NMA with CHARMM. Although the membrane portion of the enzyme is 

absent in the structure (PDB 2DE0 starts on residue 108), it corresponds only to 

the first 29 amino acids. Residues 30 to 107 are predicted to be coils and short 

-helices (predictions made with PHYRE - Kelley and Sternberg, 2009 - and PSI-

PRED – Jones, 1999 - secondary prediction servers). Therefore, we believe that 

this movement observed during the MD occurs when the enzyme is attached to 

the membrane. 

We were also able to observe that the five amino acid loop region absent in the 

crystallographic structure is important for maintaining the substrate conformation 

and orientation within the putative catalytic site. This indicates that this loop may 

be important for the catalytic mechanism, like occurs in other GTs (Ihara et al., 

2007).  

Molecular docking studies retrieved an N-glycan-FUT8 complex compatible to the 

catalytic reaction and presented an insight into the acceptor-binding site of this 

enzyme, comprised by residues Cys222, Phe467, Ser469, Arg475, Tyr497, 

Tyr498, Ala532, Gly533, Val543, Thr550 (hydrophobic contacts) and Gly217, 

Cys218, Gln470, Asp495, Ile496 and Lys541 (hydrogen bonds with GlcNAc 

residues). This complex demonstrated to be stable during MD.  
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Molecular docking of Integrin 51 to FUT8 resulted in a complex compatible to 

fucosylation of the N-glycan at Asn275 from chain A of the Integrin. 10 residues 

from FUT8 are hydrogen bonded with Integrin 51-chain A: Lys216, His298, 

Gln470, Gly501, Ala518, Asp519, Arg545, Lys546, Arg549 and Thr550. Other 

than that, several residues participate in hydrophobic contacts: Lys216, Asp295, 

Leu297, His298, Arg300, Gln470, Tyr498, Phe499, Gly500, Gly501, Pro515, 

Ala518, Asp519, Glu520, Ile521, Pro522, Lys541, Val543, Arg545, Lys546, 

Leu547, Gly548, Agr549, Thr550. Therefore, docking of Integrin 51 provided 

an insight into FUT8 interaction region with a target protein.  

 

Conclusions 

The conformation study of FUT8 presented here demonstrated the high flexibility 

of the coiled-coil domain, regardless of the force field and/or presence of the 

substrate. This result was supported by molecular dynamics studies and normal 

modes analysis. We were also able to verify that the five amino acid loop region 

absent from the crystallographic structure acts in the catalytic site maintained the 

substrate orientation. Our docking studies resulted on complexes compatible to 

core fucosylation of an N-glycan and core fucosylation of a target glycoprotein, 

integrin 51, and provide insights into the FUT8 binding sites.  
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FIGURE CAPTION 

Figure 1: RMSD analysis after 100ns MD for the coiled-coil (black), catalytic (red) and SH3 (blue) 

domains in FUT8 studied with the Amber force field without the substrate (free form, A), with the 

Gromos force-field also in its free form (B) and with the Gromos force field complexed to the 

substrate (C).  

 

Figure 2: RMSF analysis (black) and Principal Component Analysis (vector 1, red, and vector 2, 

blue) after 100ns MD of FUT8 in its free form in the Amber force filed (A), in the Gromos force 

field (B) and for FUT8 in its complexed form in the Gromos force field (C).  

 

Figure 3. (A) RMSD analysis for the substrate GFB within the enzyme FUT8 in the absence of 

the five amino acid loop (black) and in the presence of the loop (red). (B) Initial (C atoms in green) 

and final (C atoms in cyan) conformations and orientations of GFB within FUT8 in the absence of 

the five amino acid loop. (C) Initial (C atoms in green) and final (C atoms in cyan) orientations of 

GFB within FUT8 in the presence of the five amino acid loop. We removed protein atoms in B and 

C for a better visualization.  

 

Figure 4. Result obtained after molecular docking of the N-glycan (C atoms represented as cyan 

sticks) and FUT8-GDP--L-fucose (FUT8 is represented as blue surface, GDP--L-fucose C 

atoms are represented as green sticks).   

 

Figure 5. Result obtained by molecular docking of FUT8 and Integrin a5b1. (A) FUT8 (red) and 

chains A (green), B (cyan), C (pink/purple), D (yellow), E (violet/brown), F (grey), H (blue) and L 

(orange) of Integrin 51. (B) Closer image of the interaction between FUT8 (red) and chain A 

(green) of Integrin 51. Residue Asn275 in chain A, which is known to contain an N-glycan, is 

shown as spheres. Residues within FUT8 catalytic site (Asp353, His363, Ser469, and residues 

484 to 491), which are linked to the enzyme substrate, GFB--L-fucose, are shown as sticks.  
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Figure 4. 

 

 

 

Figure 5. 
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Supplementary data 

 

 

Figure S1. RMSF after NMA for the free form and the complexed form of FUT8, 

confirming that the N-terminal part of FUT8 (coiled-coil) is a very flexible domain.  
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Figure S2.  Analysis after MD of the complex FUT8-GFB--L-fucose and the N-glycan. 

A. RMSD after 100ns MD. B. Distance between GDP--L-fucose and the first GlcNAc 

from the N-glycan. C. RMSF and PCAs (vector 1 and vector 2) after 100ns MD.  
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4.4  Caracterização da glicobiologia estrutura de C2GnT-L. 

 

   4.2.1 DM de C2GnT-L livre e complexada aos seus substratos doador e aceptor 

Após as simulações por DM (100ns) de C2GnT-L livre (PDBIDs 2gak e 2 

gam) e complexada a seus substratos aceptor (Gal--(1-3)-GalNAc, PDB 2gam) 

e doador (UDP-GlcNAc) foram realizadas diversas análises. A análise do desvio 

médio quadrático (RMSD) é apresentada na Figura 17 para os quatro sistemas 

mencionados. 

  

 

Figura 17. RMSD para C2GnT-L livre utilizando a estrutura de PDB 2gak (A), para C2GnT-L livre utilizando 

a estrutura de PDB 2gam (B), para C2gnT-L complexada a seu substrato aceptor, Gal--(1-3)-GalNAc, 
obtida do PDB 2gam (C), e para C2GnT-L complexada ao seu substrato doador, UDP-GlcNAc (D). As cores 
preta e vermelha correspondem respectivamente ao domínios N-terminal e catalítico. 

 

 Pode-se observar que em todos os sistemas o comportamento é 

semelhante. O domínio N-terminal, por ser composto de apenas -hélices, 

apresenta um maior desvio (preto), enquanto o domínio catalítico permanece 

com um desvio mais baixo, não sofrendo alterações significativas com a 

ausência ou presença de ambos os substratos.  
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Foi também realizada a análise da flutuação média quadrática (RMSF) e 

a análise de componentes principais (PCA), apresentadas na Figura 18 para os 

quatro sistemas. 

 

 

Figura 18. RMSF geral (preto) e análise de componentes principais (vetor 1 vermelho e vetor 2 azul) para 
C2GnT-L livre utilizando a estrutura de PDB 2gak (A), para C2GnT-L livre utilizando a estrutura de PDB 

2gam (B), para C2gnT-L complexada a seu substrato aceptor, Gal--(1-3)-GalNAc, obtida do PDB 2gam 
(C), e para C2GnT-L complexada ao seu substrato doador, UDP-GlcNAc (D).  

 

A partir destas análises, pode-se observar a flutuação média de cada 

resíduo. Cabe ressaltar aqui que no sistema apresentado em A, o único 

proveniente do PDB ID 2gak, há um deslocamento na numeração dos resíduos, 

correspondente a 12 resíduos, pois esta estrutura cristalográfica inicia-se no 

resíduo 44, enquanto nos demais, provenientes da estrutura 2gam, o início 

corresponde ao resíduo 56.  Nesta análise observa-se que, em B e C, há uma 

região em torno do aminoácido 215-220 (que corresponde em A à região 227-

232) com alta flexibilidade. Já em D esta região apresenta-se menos flexível.  

 

Foi também realizada a análise da variação de estrutura secundária ao 

longo do tempo, apresentadas na Figura 19 para os quatro sistemas. 
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Figura 19. Variação da estrutura secundária durante o tempo de simulação por resíduo (conforme legenda 
de cores).  

 

A partir destas análises, pode-se observar a variação de estrutura 

secundária por resíduo, ao longo do tempo de simulação. Relembrando, no 

sistema apresentado em A existem 12 resíduos adicionais no domínio N-

terminal, o que desloca a numeração em 12.  

A partir destas duas análises de flutuação, apresentadas nas figuras 13 e 

14, procuramos a região de maior flexibilidade (resíduos 215 a 220) na 

visualização das estruturas (Figura 20). 
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Figura 20. Visualização das estruturas iniciais (0ns, vermelho) e finais (100ns, azuis) de cada sistema. A 
região N-terminal está demonstrada em cores claras (salmão para 0ns e azul claro para 100ns). A região 
de maior flexibilidade (resíduos 215 a 220) está destacada pela superfície azul nas estruturas finais. 

 

Pode-se observar que a região de maior flexibilidade (resíduos 215 a 220) 

corresponde a uma alça, portanto é esperado que haja uma alta flutuação. E, 

como observado nas figuras 19 e 20, não há perda de estrutura secundária nesta 

região. O único sistema que não apresentou alta flexibilidade nesta região foi o 

D. Isto provavelmente se deve ao posicionamento do substrato doador, como 

vemos na Figura 21 a seguir.  
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Figura 21. Visualização da estrutura inicial (0ns, vermelha) e final (100ns, azul) dos sistemas com substrato. 
Posição inicial (A) e final (B) do substrato aceptor (esferas) e posição inicial (C) e final (D) do substrato 
doador (esferas). 

 

A intenção da Figura 21 é demonstrar a posição de cada um dos 

substratos antes a depois da DM. Em 21A, observa-se a posição inicial do 

substrato aceptor, conforme ocorre na estrutura cristalográfica 2gam. Após a 

DM, foi observado que este substrato se desloca (Figura 21B). Uma análise na 

estrutura deste dissacarídeo mostra também que sua conformação se altera, 

indo de ângulos Φ e Ψ de -94° e -155° respectivamente (conformação 

cristalográfica, Figura 22A), para ângulos Φ e Ψ de respectivamente 60° e -120° 

(Figura 22C). Esta conformação final corresponde à conformação prevista em 

solução para este dissacarídeo (Figura 22B). Em 21C, temos a estrutura com o 

substrato doador obtida por atracamento molecular. Pode-se observar que este 

substrato ocupa inicialmente uma região similar à do substrato aceptor. 

Entretanto, após a DM, ocorre um deslocamento (Figura 21D) menor e para o 

lado contrário ao observado para o substrato aceptor. Utilizando a ferramenta 
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Ligplot do servidor PDBsum, obtivemos um detalhe acerca da ligação de cada 

um destes substratos em 0ns e 100ns (Tabela 1). 

 

Figura 22. A) Conformação cristalográfica do substrato aceptor (Gal--(1-3)-GalNAc). B) Mapa de energia 
para este dissacarídeo após metadinâmica (regiões azuis = menor energia; regiões vermelhas = maior 
energia). C) Gráfico com os picos de prevalências conformacionais para o dissacarídeo após a DM em 
solução.  

 

Tabela 1. Resíduos que interagem com os substratos 

Estrutura 

cristalográfica 

(2gam) 

Substrato aceptor 

(0ns) após 

minimização 

Substrato aceptor 

(100ns) 

Substrato doador 

(0ns) 

Substrato doador 

(100ns) 

   Tyr187*  

Glu243 Glu243  Glu243  

   Glu245*  

    Lys246* 

   Pro248* Pro248* 

    Pro249* 

Asn250   Asn250 Asn250 

Lys251 Lys251  Lys251 Lys251 

    Glu252* 

Arg254   Arg254 Arg254 

Gly285     

Ser286 Ser286    

    Tyr316* 

Glu320 Glu320  Glu320  

   Ser345*  

Asp346 Asp346  Asp346  

Trp356 Trp356  Trp356  

Tyr358 Tyr358  Tyr358  

Phe359 Phe359 Phe359   

   Arg378*  

 Ser379*    

   Val380*  

  Gln394*   

  His395*   

*Resíduos não previstos na estrutura cristalográfica 
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A tabela 1 mostra que o substrato doador ocupa grande parte do sítio do 

substrato aceptor detectado pela cristalografia. Como o cristal não possui o 

substrato doador, é possível que, na ausência deste, o substrato aceptor tenha 

ocupado um espaço que não esteja realmente disponível, já que no momento da 

reação o substrato doador estará ali. Ainda, quando tentamos, por sobreposição, 

substituir o substrato aceptor cristalográfico, com os ângulos  = -94° e  = -

155°, pelo dissacarídeo com os ângulos obtidos por metadinâmica, não havia 

espaço para encaixe. Assim, é possível que este seja o sítio do substrato doador 

apenas. 
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5. DISCUSSÃO GERAL 

 

5.1  Preâmbulo 

 

Inicialmente, continuando uma linha de pesquisa já solidificada em nosso 

laboratório, envolvendo planejamento racional de novos candidatos a protótipos de 

fármacos anticoagulantes, meu projeto de doutorado, iniciado em outubro de 2010, 

se intitulava “Caracterização estrutural e conformacional dos complexos tenase e 

protrombinase da cascata de coagulação sanguínea”.  Em outubro de 2011, com 

exatamente 1 ano de projeto em andamento, um artigo de um grupo americano 

intitulado “A proposed ternary complex model of prothrombinase with prothrombin: 

protein–protein docking and molecular dynamics simulations” (LEE ET AL., 2011) foi 

publicado, englobando 50% do meu projeto inicial. Desta maneira, tive que tomar a 

decisão entre arriscar realizar os 50% restante do trabalho ou escolher um novo 

assunto. 

Após um período de pesquisas, tendo já trabalhando no meu mestrado com 

glicoproteínas de importância patológica e terapêutica (as PGHSs 1 e 2, envolvidas 

no processo inflamatório) e dada a minha formação em farmácia, escolhi trabalhar 

novamente com proteínas glicosiladas, ou envolvidas no processo de glicosilação, 

mas desta vez focando em outra patologia: câncer. Pesquisando as GTs 

superexpressas em tumores, escolhi trabalhar com duas que já possuíam estrutura 

cristalográfica determinada: FUT8 e C2GnT-L.  

Paralelamente, surgiu a oportunidade de atuar no projeto acerca do principal 

alérgeno do gato, Fel d 1, que também é uma proteína glicosilada, junto com o colega 

de laboratório Rodrigo Braun. Esse trabalho inicialmente seria secundário para 

ambos, mas nosso interesse acabou crescendo acerca do estudo desta proteína, se 

tornando tão significante quanto a minha ideia de projeto com as GTs. 

 

5.2  Glicobiologia estrutural da Fel d 1 

 

A literatura acerca da importância estrutural da glicosilação na proteína Fel d 1 

era escassa e controversa. Enquanto parte da literatura indicava que sua 

deglicosilação acarretava na perda de 60% da estrutura terciária, em estudos com 
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dicroísmo circular (VAILES ET AL., 1994), outros trabalhos, ao compararem a produção 

in vitro de IgE da Fel d 1 glicosilada e deglicosilada, não notavam diferenças 

significativas (SEPPÄLÄ ET AL., 2005). Estes trabalhos afirmavam que a antigenicidade 

a IgE era conformacionalmente dependente (VAILES ET AL., 1994; KROLL-KRISTENSEN 

ET AL., 1997; SEPPÄLÄ ET AL., 2005), o que nos instigou a verificar se a glicosilação 

influenciava de alguma forma a dinâmica desta proteína. 

Ao iniciar o estudo da Fel d 1 a partir da estrutura cristalográfica disponível 

(PDBID 2ejn), nos deparamos com os putativos sítios de ligação a íons Ca2+, 

deduzidos pelos autores a partir de similaridade estrutural com a uteroglobina. 

Entretanto, nesta proteína não existe um consenso na literatura em relação a ligação 

à Ca2+ (ANDERSSON ET AL., 1994; NORD ET AL., 1995; BARNES ET AL., 1996; CHOWDHURY 

ET AL., 2002; KAISER ET AL., 2007). Analisando a metodologia utilizada para a 

cristalografia da Fel d 1, percebe-se que há uma concentração de íons Ca2+ muito 

maior (25 vezes) do que a encontrada no gato (ERJAVEC E STANOVNIK, 1987). Além 

disso, este dímero de Fel d 1 (ou tetrâmero, já que é um dímero de heterodímeros) 

foi construído de maneira recombinante, o que poderia causar alguma alteração, 

embora tenha demonstrado propriedades idênticas à proteína natural (KAISER ET AL., 

2007).  

No estudo de Fel d 1 e sua interação com íons Ca2+, tanto por cálculos 

semiempíricos quanto por DM em três diferentes campos de força, foi possível 

constatar que o único cálcio que permanece ligado à proteína é o cálcio central. Os 

dois outros (laterais) ficam livres e saem dos sítios previstos durante as simulações. 

Tais resultados apontam fortemente para os íons Ca2+ destes sítios laterais como 

artefatos da estrutura cristalina.  

Para o estudo de Fel d 1 glicosilada, foram comparadas duas formas diferentes 

de glicosilação. Uma delas contendo a glicana completa [(-Asn-) 

GlcNAc2Man3GlcNAc3Gal3(Fuc1)-NeuAc3] e outra contendo a forma “truncada” da 

glicana, [(-Asn-)GlcNAc2Man3GlcNAc3Gal2], que corresponde a forma mínima 

descrita por espectrometria de massas (KROLL-KRISTENSEN ET AL., 1997). A forma 

glicosilada completa apresentou resultados gerais semelhantes à proteína não-

glicosilada, ocorrendo alteração apenas no tamanho da cavidade de uma das 

subunidades da Fel d 1 (forma completamente glicosilada diminuiu uma das 

cavidades, conforme tabela IV do item 4.2). Já a forma com a glicana reduzida 

apresentou o desenovelamento parcial de duas hélices em uma das subunidades da 
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Fel d 1, o que acarretou um aumento de flexibilidade. Isso poderia indicar regiões 

propensas à perda de estrutura, como proposto por Vailes et al., em 1994, já que a 

diminuição no tamanho da glicana acarretou um desenovelamento de duas hélices. 

Mas, ainda assim, isso não foi observado na nossa amostragem da proteína não-

glicosilada.  

 

5.3  Glicobiologia estrutural de FUT8 

 

A GT FUT8 está envolvida em diversos processos patológicos, como câncer, 

envelhecimento, e até mesmo fenótipos como enfisema e esquizofrenia (MIYOSHI ET 

AL, 1997; WANG ET AL., 2009; FUKUDA ET AL., 2011; VANHOOREM ET AL., 2011). Esta 

fucosiltransferase não se assemelha às outras FUTs em estrutura nem em função (a 

fucosilação terminal, sintetizada pelas FUTs 1 a 7 e FUT9 está associada à 

metástase) (LISTINSKY ET AL., 2011). Entretanto, devido à alta conservação de três 

pequenas regiões da FUT8 com a FUT2, que participam da ligação ao substrato (a 

principal delas, após estudos de mutagênese sítio dirigida, a região Pro358-Arg365), 

foi possível encaixar o substrato da enzima disponível para FUT2 (PDBID 3zy5) na 

estrutura da FUT8 por sobreposição (IHARA ET AL., 2007).   

O estudo da FUT8 nas suas formas livre e complexada ao substrato 

demonstrou uma alta flexibilidade no domínio N-terminal (“coiled-coil”) em todos os 

sistemas, nos três campos de força (Amber e Gromos na DM e Charmm nos modos 

normais), evidenciando que este resultado não depende de campo de força ou do 

método de amostragem conformacional. Houve perda de hélices nesta região apenas 

no campo de força Gromos, e não no Amber, o que está de acordo com o que temos 

observado no nosso grupo de pesquisas e na literatura, onde as estruturas simuladas 

no Gromos, por ser um campo átomo unido, alcançam conformações na amostragem 

mais rapidamente do que as simuladas no Amber, que é um campo “all-atom” (HSIEH 

E LUO, 2010). Cabe ressaltar aqui que, embora a estrutura cristalográfica não 

contenha a região transmembrana desta enzima (pois inicia no resíduo 108), ela 

corresponde apenas aos resíduos 1 a 29, sendo que os demais resíduos ausentes, 

30 a 107, correspondem a pequenas hélices e voltas. Desta maneira, acredita-se que 

a alta flexibilidade N-terminal ocorra mesmo na presença desta região não 

cristalizada.  
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Neste trabalho também verificamos a importância de uma região de 5 

aminoácidos (alça DKVGT, resíduos 368-372) ausente na estrutura cristalográfica. 

Quando esta estrutura está ausente, temos um deslocamento do substrato no sítio 

catalítico, enquanto sua presença estabiliza a interação substrato-proteína. A 

presença de alças em GTs auxiliando a catálise é descrita na literatura (IHARA ET AL., 

2007) e este pode ser o caso da GT FUT8.  

Foram também realizados estudos de atracamento molecular da FUT8 a sua 

glicana alvo da fucosilação e a uma de suas proteínas alvo, a integrina 51. Foi 

possível prever a região de interação da FUT8 com estas duas moléculas. A integrina 

alvo foi atracada à FUT8 na forma não glicosilada devido a limitações do servidor 

utilizado. Entretanto, é desejável, posteriormente, tentar encaixar a glicana alvo nesta 

estrutura, a fim de refinar o modelo deste complexo. 

 

5.4  Glicobiologia estrutura de C2GnT-L 

 

A enzima C2GnT-L é uma GT cuja superexpressão está correlacionada com a 

progressão tumoral de vários tipos de câncer (pulmão, próstata e colo-retal), tornando 

esta enzima extremamente interessante no estudo de metástase tumoral (MACHIDA ET 

AL., 2001; HAGISAWA ET AL., 2005).  Ela apresenta dois sítios de N-glicosilação em sua 

região N-terminal (Asn58 e Asn95) sendo a glicosilação em Asn95 essencial para a 

atividade biológica de C2GnT-L - gerar ligantes funcionais de selectinas (HAMON ET 

AL., 2005). 

A caracterização de C2GnT-L em suas formas livre e complexada a seus 

substratos doador (UDG-GlcNAc) ou aceptor (Gal--(1-3)-GlcNAc), por DM, 

demonstrou que o comportamento geral da enzima não se altera com a presença ou 

ausência dos substratos. Entretanto, houveram diferenças na flexibilidade da enzima 

quando complexada ao substrato doador ou aceptor. Foi possível verificar, após 

experimento de atracamento molecular, que o sítio preferencial para o substrato 

doador correspondia, em grande parte, ao mesmo sítio descrito para o substrato 

aceptor, por cristalografia de raios-X (PDBID 2gam). Considerando que o cristal em 

questão foi obtido na ausência do substrato doador e considerando também sua 

resolução, de 2,7Å, que pode ser considerada baixa, é possível que este sítio 

pertença, na realidade, ao substrato doador. Isso estaria de acordo com o resultado 
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obtido por DM, onde o substrato aceptor se desloca bastante em relação à sua 

posição inicial, enquanto o substrato doador, embora também se desloque um pouco, 

permanece interagindo com vários resíduos de sua conformação inicial. O 

posicionamento final do substrato doado, apenas levemente deslocado, e para uma 

direção contrária ao deslocamento do substrato aceptor, explica a diminuição da 

flexibilidade na região doas aminoácidos 215 a 220.  

Em relação a este trabalho, pretende-se ainda realizar a caracterização da 

enzima glicosilada, já que a glicosilação em Asn95 é essencial para gerar ligantes de 

selectinas.  

 

5.5  Impacto de múltiplas simulações por DM 

 

Uma das dúvidas constantes quando se trabalha com DM é saber quando 

finalizar a simulação. Por quanto tempo deve-se simular para ter uma amostragem 

ideal? Devo estender minha simulação? Um artigo de 2010, de Lange e 

colaboradores, realizou um estudo comparativo entre diferentes campos de força e 

demostrou que, muitas vezes, em simulações por longos tempos, como centenas de 

nanossegundos, corre-se o risco de a molécula estudada atingir uma conformação 

estável inativa ou de alta energia livre e dela permanecer neste estado por um longo 

tempo, o que distorceria a frequência populacional das conformações desta molécula 

(Lange et al., 2010). Uma estratégia para evitar isso seria, ao invés de estender o 

tempo de simulação, realizar múltiplas simulações simultaneamente.  

Simulações replicadas geralmente não são idênticas, pois percorrem caminhos 

conformacionais diferentes. Entretanto, espera-se que em algum ponto ocorra a 

convergência. Réplicas independentes que resultam na observação de um mesmo 

fenômeno permitem definir a probabilidade deste fenômeno ocorrer. Segundo o 

estudo de Lange e colaboradores, as conformações previstas por RMN foram 

alcançadas mais rapidamente em várias simulações de 50ns, do que em uma 

simulação única de 1µs (Lange et al, 2010). Desta maneira, atingir-se-ia uma maior 

amostragem realizando várias simulações curtas, em vez de apenas uma longa 

simulação.  

Esta foi a estratégia utilizada no trabalho com a enzima FUT8, cujo resultado 

encontra-se no item 4.3. Lá estes resultados são apresentados como médias e 
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desvios das simulações. Para exemplificar, vejamos os dados de RMSD para cada 

réplica do sistema FUT8-GDP-fucose (Figura 23). 

 

 

Figura 23. RMSD para os domínios N-terminal (coiled-coil, preto), catalítico (vermelho) e SH3 (azul) dos três 

sistemas de FUT8 complexada ao substrato GDP--L-fucose.  

 

Percebe-se na Figura 23 que, embora os gráficos não sejam idênticos, o 

comportamento geral dos sistemas é muito semelhante, com a maior alteração em 

relação à estrutura de partida correspondendo ao domínio N-terminal (“coiled-coil”). 

A realização de réplicas, portanto, permite uma maior amostragem, dando uma noção 

da probabilidade dos fenômenos observados.  
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6. CONCLUSÕES 

 

 

Considerando os objetivos propostos, o presente trabalho permitiu as 

seguintes conclusões: 

 

 Foi possível utilizar ferramentas de química teórica para o estudo da 

proteína Fel d 1 em sua interação com íons Ca2+ e glicosilação, 

demonstrando por diferentes metodologias que os sítios laterais de Ca2+ 

parecem ser artefatos da cristalização da molécula, enquanto o íon Ca2+ 

central parece estar ligado à proteína. Ainda, pode-se observar que o 

comportamento geral da forma completamente glicosilada de Fel d 1 

não diferiu da forma não-glicosilada, apresentando apenas uma redução 

no tamanho da cavidade de uma das subunidades. Já a proteína com 

glicosilação reduzida apresentou um aumento de flexibilidade em duas 

hélices em uma das subunidades da Fel d 1, devido a desenovelamento 

das mesmas. 

 O estudo de FUT8 em solução por diferentes metodologias e em 

diferentes campos de força demonstrou que o movimento N-terminal é 

o principal componente da flexibilidade desta enzima, não sendo, 

portanto, dependente do campo de força ou do método de amostragem. 

A presença da alça de 5 aminoácidos DKVGT em FUT8 estabilizou a 

orientação do substrato GDP--L-fucose no sítio catalítico e, desta 

maneira, pode ser importante para o mecanismo da catálise. O 

atracamento molecular à glicana alvo da fucosilação e à integrina 51 

resultou em complexos compatíveis com a reação catalítica, além de 

fornecer informações sobre o sítio de ligação/interação desta enzima. 

 A caracterização de enzima C2GnT-L demonstrou que o seu substrato 

doador se liga no mesmo sítio previsto por cristalografia de raios-X para 

o substrato aceptor, sendo que o substrato doador permanece mais 

estável no sítio durante a DM do que o aceptor, evidenciando que é 

possível que o sítio seja, na verdade, do substrato doador. 
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Além disso, o trabalho permitiu aplicar e consolidar diferentes metodologias 

computacionais no estudo destas diferentes proteínas, auxiliando na compreensão 

das relações estrutura-função das mesmas, contribuindo para sua aplicação 

biotecnológica em posteriores estudos de inibidores farmacológicos.  
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7. PERSPECTIVAS 

 

Considerando-se os resultados obtidos no presente trabalho, as seguintes 

perspectivas podem ser traçadas: 

 

► Analisar a proteína Fel d 1 da perspectiva do gato, considerando seu papel na 

fisiologia e no comportamento felino, que são aspectos largamente ignorados 

na literatura especializada; 

► Estudar a enzima FUT8 complexada à integrina 51 por DM; 

► Caracterizar a enzima C2GnT-L em sua forma glicosilada (em Asn58 e Asn95), 

a fim de verificar seu papel na dinâmica desta GT.   
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9. APÊNDICES 

    

 

   Apêndice A 

 

Capítulo de livro: Estrutura de receptores-alvo de fármacos  

através de modelagem comparativa 

Sachett LG, Ligabue-Braun R, Verli H 

In Trossini G, Castilho MS (Eds.), Práticas de Modelagem Molecular 

 

O capítulo a seguir, apresentado em sua formatação preliminar, é parte do 

livro-texto “Práticas de Modelagem Molecular” que encontra-se em fase final de 

preparação. Algumas seções do capítulo (como práticas e exercícios avançados) 

foram omitidas da presente tese por solicitação dos editores. 
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ESTRUTURA DE RECEPTORES-ALVO DE FÁRMACOS ATRAVÉS DE MODELAGEM COMPARATIVA 

 

Liana G. Sachett, Rodrigo L. Braun, Hugo Verli. 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Centro de Biotecnologia 

 

Resumo 

Uma das principais dificuldades associadas ao planejamento de novos fármacos está na 

ausência de informações sobre a estrutura 3D de seus receptores-alvo. Uma das técnicas 

computacionais disponíveis para contornar esta limitação é denominada modelagem comparativa. 

Esta técnica consiste na construção de um modelo 3D para uma dada proteína usando, como 

referência (ou molde), a estrutura de uma proteína semelhante. O modelo assim obtido poderá ser 

empregado em outros estudos, como ancoramento (docking). Os passos necessários para a realização 

da modelagem comparativa serão descrito em detalhes neste capítulo, incluindo-se exemplos, 

limitações e dificuldades mais comuns, bem como interpretação de resultados. 
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INTRODUÇÃO 

 

Diversas estratégias de 

desenvolvimento de novos fármacos estão 

baseadas no conhecimento da estrutura 3D do 

receptor-alvo, tais como o planejamento 

baseado na estrutura do receptor (structure-

based drug design), estudos de ancoramento 

(docking) e simulações por dinâmica 

molecular. Adicionalmente, métodos como 

QSAR e SAR também podem empregar 

informações sobre a estrutura 3D da proteína-

alvo. Infelizmente, em torno de 3% das 

proteínas humanas tiveram suas estruturas 3D 

determinadas experimentalmente, o que 

demanda o emprego de técnicas adicionais. 

Uma das principais técnicas 

computacionais empregada na obtenção de 

estruturas 3D de proteínas, tais como 

receptores-alvo de fármacos, é denominada 

modelagem comparativa de proteínas ou 

modelagem por homologia. Esta técnica é 

baseada no pressuposto de que proteínas com 

sequências de aminoácidos semelhantes 

possuem estruturas 3D semelhantes. Esta 

semelhança nas sequências representa, 

usualmente, uma origem evolutiva comum, o 

que é denominado homologia. Assim, a 

proteína de interesse do Químico Medicinal, 

para a qual não há estrutura 3D disponível 

(denominada de sequência-alvo), deve ser 

usualmente homóloga a uma proteína que 

possua estrutura 3D já estabelecida 

(denominada de molde) para que a técnica de 

modelagem por homologia possa ser 

empregada. 

Contudo, o conceito de homologia 

implica em ser ou não ser homólogo, nos 

impedindo de quantificar o “grau de 

homologia”. Isto é importante, porque as 

sequências de aminoácidos de duas proteínas 

podem ser muito ou pouco parecidas. E quanto 

mais “parecidas” forem estas sequências (da 

sequência-alvo e do molde), maior será a 

confiabilidade do modelo obtido. Uma das 

formas de comparar duas sequências de 

aminoácidos é através do grau de identidade 

entre as mesmas, de 0 a 100%. Em outras 

palavras, a identidade mede o número de 

resíduos de aminoácidos que são idênticos e 

ocupam as mesmas posições nas sequências 

das proteínas em estudo. A identidade mínima 

entre a sequência-alvo e o molde deverá ser de 

30% para obtenção de modelos confiáveis por 

modelagem comparativa. Quanto maior o grau 

de identidade, mais confiável será o modelo. 

 Usualmente, a modelagem 

comparativa compreende os seguintes passos: 

busca por moldes, seleção de um ou mais 

moldes, construção do modelo e avaliação do 

modelo (Figura 1). Adicionalmente, embora 

diversas ferramentas computacionais estejam 

disponíveis para a realização de estudos de 

modelagem comparativa, empregaremos aqui 

o servidor denominado SWISS-MODEL 

(http://swissmodel.expasy.org/).  Considere 

que algumas pequenas diferenças nos 

procedimentos apresentados podem ser 

encontradas em outros programas, embora o 

roteiro geral seja bastante semelhante. 
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Figura 1. Passos da modelagem comparativa (baseado em Sánchez & Šali, 2000).
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A identificação de estruturas 

relacionadas (Figura 1) é realizada 

comparando (ou alinhando) a sequência-alvo à 

sequências de aminoácidos de proteínas que já 

tenham estruturas 3D determinadas. Esta 

etapa pode ser realizada, por exemplo, 

utilizando-se a ferramenta BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), 

selecionando o menu “protein blast”. Gera-se, 

assim, uma lista de diferentes proteínas, 

relacionadas à sequência-alvo, candidatos a 

moldes para a modelagem comparativa. 

Adicionalmente, são apresentadas as 

identidades entre a sequência-alvo e cada 

possível molde, além de seus respectivos 

alinhamentos.   

 O alinhamento realizado entre a 

sequência-alvo e seu molde é uma das partes 

mais importantes da modelagem comparativa 

de proteínas. A definição de quais resíduos de 

aminoácidos correspondem entre as duas 

macromoléculas torna-se determinante da 

forma 3D a ser adotada pela sequência-alvo. 

Por outro lado, a seleção de um molde, a partir 

dos candidatos obtidos pelo alinhamento, tem 

como regra mais simples a seleção da proteína 

com a maior identidade em relação à 

sequência-alvo. Adicionalmente, deve-se 

considerar a qualidade da estrutura 3D 

experimental, por exemplo pela resolução 

cristalográfica, medida em angstrons (Å). 

Quanto menor o valor da resolução, melhor 

(idealmente em torno de 2,5 Å ou menor).  

A etapa final da modelagem 

comparativa consiste na validação do modelo, 

onde diversas características, principalmente 

estereoquímicas e funcionais, são avaliadas. 

Neste processo, a proteína modelada deve 

tanto apresentar uma estrutura 3D 

satisfatória, seguindo alguns critérios 

previamente estabelecidos pela comunidade 

científica, quanto ser capaz de explicar 

aspectos funcionais já conhecidos, como 

aqueles relacionados à catálise (como a 

composição e geometria da tríade catalítica), à 

ligação de cofatores estruturais (como metais) 

ou de moduladores (neurotransmissores ou 

fármacos, por exemplo). A qualidade do 

modelo dependerá, principalmente, da 

qualidade do molde escolhido e do 

alinhamento.  A quantidade de alças na 

proteína, alinhamentos contendo erros ou 

gaps muito longos são alguns fatores que 

também podem influenciar na qualidade do 

modelo obtido. 

Diversas estratégias estão disponíveis 

para realizar a validação estereoquímica dos 

modelos obtidos. Uma das principais envolve o 

Mapa de Ramachandran. Resumidamente, 

este mapa apresenta geometrias (ou zonas) 

proibidas e permitidas para o esqueleto 

peptídico da proteína. Para a obtenção deste 

dado pode ser utilizado, por exemplo, o 

programa PROCHEK através do servidor 

PDBSUM (www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/databases/pdbsum/Generate.html). 

Outras estratégias comuns para validação 

estereoquímica podem ser encontradas na 

plataforma SWISS-MODEL e incluem o 

QMEAN, que pontua a confiabilidade do 

modelo a partir de comparações à estruturas 

cristalográficas de alta resolução, e a Análise 

de Erros Locais, que consiste em estimar a 

qualidade estereoquímica resíduo a resíduo e 

entre resíduos vizinhos. Este dado é 

apresentado na forma de um gráfico contendo 

pontuações para cada resíduo que refletem a 

probabilidade de erro em cada um deles.  Para 

facilitar a interpretação dos resultados, uma 

representação do modelo proteico colorido 

por esta pontuação de erros é apresentada 

simultaneamente.  

 A validação funcional dos modelos, ao 

contrário da estereoquímica, é baseada mais 

na análise da literatura científica do que em 

resultados de programas ou servidores na 

internet. Em geral, busca-se o maior volume 

possível de informações bioquímicas, 

estruturais, funcionais e terapêuticas 

disponíveis, e avalia-se a capacidade do 
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modelo em responder ou explicar estas 

questões. 

 A modelagem comparativa pode ser 

realizada tanto de uma forma automatizada, 

frequentemente disponível em servidores na 

internet, quanto de uma forma manual, 

usualmente baseada em programas que 

funcionam localmente, no computador do 

usuário. Nos casos mais difíceis, o emprego de 

estratégias manuais pode ser necessária, 

maximizando a qualidade dos modelos. Para 

estes casos mais delicados, ou quando o 

usuário deseja um controle total de todas as 

etapas realizadas, o programa MODELLER é um 

dos mais utilizados 

(www.salilab.org/modeller). Na página do 

programa encontram-se instruções para 

instalação e tutoriais para o seu uso. 

 

Discussão e Conclusão 

Ao realizar os passos essenciais na 

construção de um modelo tridimensional de 

proteínas, a atividade proposta no roteiro de 

aula prática evidencia tanto a praticidade 

quando a aplicabilidade do método. Como 

observado ao longo do capítulo, a maioria das 

etapas não apresenta grandes dificuldades em 

sua execução, podendo ser seguida à maneira 

de um protocolo. Em casos de modelagem 

manual, a escolha da estrutura molde, o 

alinhamento das sequências alvo e molde e a 

seleção de parâmetros para construção do 

modelo são realizados pelo usuário. No 

procedimento automatizado, uma vez de 

posse da sequência polipeptídica, o próprio 

servidor de modelagem seleciona o melhor 

molde, o alinha à sequência-alvo e executa as 

rotinas de construção tridimensional. Ao 

seguir uma abordagem automatizada para 

modelagem, o ponto crítico passa a ser a 

avaliação do modelo obtido. A qualidade e a 

validade do modelo poderão ser definidas 

apenas por verificação manual dos resultados 

de sua avaliação, caracterizando o modelo 

obtido como realístico e confiável. De fato, 

esta verificação é essencial para que estudos 

avaliando a interação entre ligante e receptor 

possam ser realizados de forma realística. De 

maneira geral, modelos ruins podem levar a 

conclusões ruins.  

Entre as avaliações essenciais está o 

gráfico de Ramachandran. De interpretação 

objetiva, este gráfico permite tanto avaliar a 

qualidade global do modelo, quanto identificar 

resíduos específicos que possam apresentar 

falhas estereoquímicas. Adicionalmente, do 

ponto de vista funcional, é de grande 

importância avaliar a integridade do sítio 

catalítico na estrutura modelada, no caso de 

enzimas, como a DOPAd, enzima 

exemplificada no roteiro de aula prática. Isso é 

geralmente feito por comparação com dados 

da literatura. Proteínas não-enzimáticas (como 

carreadores de fármacos, canais iônicos ou 

receptores acoplados à proteína G) também 

apresentam resíduos importantes para sua 

atividade, e estes devem ser inspecionados no 

modelo obtido.  

Após avaliação e validação, pode-se 

verificar a alta qualidade da estrutura da DOPA 

descarboxilase humana obtida nesta atividade. 

Tal estrutura pode ser empregada em estudos 

de planejamento racional de novos fármacos, 

por exemplo, através de ancoramento 

(docking) molecular. Ainda, a estrutura obtida 

por modelagem comparativa pode ser 

visualizada em softwares como PyMol 

(Capítulo XX), VMD, UCSF Chimera e Swiss PDB 

Viewer. 

Ao realizar a atividade de modelagem 

comparativa baseada na DOPAd, são 

desenvolvidos os passos essenciais na 

construção de um modelo tridimensional de 

uma proteína. Este é, contudo, um exemplo 

geral, existindo casos especiais na construção 

de estruturas tridimensionais. Alguns deles são 

discutidos nos exercícios adicionais (proteínas 

transmembrana e acopladas a membranas). 

Em outros casos, entretanto, não é possível 

aplicar a modelagem comparativa. Tais casos 
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geralmente envolvem proteínas para as quais 

não existem moldes disponíveis. Uma 

discussão sobre estes casos está além do 

objetivo deste capítulo, sendo o leitor 

encaminhado ao artigo de Jones (2000) como 

um guia inicial para estes casos. Apesar de 

poder ser empregada isoladamente, em busca 

da estrutura de uma proteína específica, a 

modelagem comparativa constitui uma etapa 

intermediária em estudos de desenvolvimento 

de fármacos, auxiliando na compreensão das 

relações estrutura-atividade de compostos 

bioativos, utilizando ferramentas gratuitas e 

dados disponíveis publicamente.  
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