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RESUMO

Sabe-se ha algum tempo que a expressao de glicanas muda de acordo com a condi¢cédo
celular. A alteracdo do processo de glicosilacédo de proteinas € um processo comum em varios
estados fisiopatolégicos, sendo observado como um evento frequente em processos alérgicos e
em células tumorais. O principal alérgeno do gato, a proteina Fel d 1, é um dimero composto de
duas subunidades, sendo cada subunidade composta por uma cadeia o e . A proteina possui
um sitio de N-glicosilacdo em cada uma de suas subunidades, sendo preenchidos por diferentes
glicoformas. Além disso, estudos cristalograficos detectaram trés possiveis sitios de ligacdo a
Ca?* em sua estrutura. Diversos tipos de tumores apresentam expressdo aumentada de GTSs,
dentre estas a FUT8 e a C2GnT-L. A FUT8 é uma a-1,6-fucosiltransferase, que transfere uma
Fuc do substrato doador (GDP-B-L-fucose) a primeira GIcNAc do nlcleo pentassacaridico de
uma N-glicana. Esta enzima apresenta expressao aumentada em cancer de pulmao, gastrico e
de cdlon, além de estar envolvida em outros processos patoldgicos. A C2GnT-L transfere um
residuo de GIcNAc, em ligacdo B-1,6, ao nicleo 2 (Core 2) de glicanas O-ligadas, sendo
superexpressa em cancer de pulmao, préstata e colorretal e relacionada com progressao tumoral
e metastase. Considerando o papel da glicosilacéo e dos sitios ligadores de Ca?* nos processos
alérgicos, assim como a presenca das GTs mencionadas em alta quantidade em processos
tumorais, bem como a inexisténcia de dados estruturais e conformacionais destas proteinas e
das estruturas sacaridicas em solucao, o trabalho tem como objetivo contribuir na caracterizagéo
da glicobiologia estrutural destas proteinas. Para tal, foram estudados diversos sistemas da
proteina Fel d 1 (PDBID 2ejn) e das enzimas FUT8 (PDBID 2de0) e C2GnT-L (PDBIDs 2gak e
2gam) por DM em solugdo aquosa em diferentes condi¢bes. Apds o0s experimentos, pode-se
observar que, para Fel d 1, apenas o ion Ca?* central esta ligado a proteina, enquanto os laterais
ficam livres. A Fel d 1 com glicosilacdo reduzida apresentou um aumento de flexibilidade em
duas hélices em uma das subunidades da Fel d 1, devido a desenovelamento das mesmas. Ja
a proteina completamente glicosilada apresentou uma redu¢ao no tamanho da cavidade de uma
das subunidades. No estudo da FUT8, observou-se que o dominio N-terminal & o principal
componente da flexibilidade proteica desta proteina. Ainda, foi possivel caracterizar, através de
atracamento molecular, a regido de interacdo da FUT8 com sua glicana-alvo e com uma de suas
proteinas-alvo, a integrina a5p1. Os resultados para C2GnT-L demonstraram que o sitio
caracterizado para o substrato aceptor pode na verdade estar ocupado pelo substrato doador
desta enzima, ja que este permanece no local durante a DM, ao contrario do substrato aceptor.
Espera-se que este trabalho contribua na compreensdo do funcionamento destas proteinas,
possibilitando futuros estudos acerca de seus papéis em enfermidades e, consequentemente,

para novas estratégias terapéuticas.
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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 o and 8 chain. This protein
contains one N-glycosylation site in each subunit, which are filled by different glycoforms. In
addition, crystallographic studies detected three possible Ca?* binding sites in its structure.
Several types of tumors have higher expression of GTs, like FUT8 and C2GnT-L. FUT8 is an a-
1,6-fucosyltransferase, transferring one Fuc from GDP-b-L-fucose to the inner most GIcNAc 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 GICNAc
residue, in a B-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 Ca?* 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 2deQ) 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 Ca?*ion is bound to the protein, while the lateral ions are free. Feld 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 a581. 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. INTRODUCAO

1.1 CRISTALOGRAFIA DE RAIOS-X

A cristalografia de macromoléculas iniciou ha mais de meio século, com a
estrutura proteica da mioglobina, com 6A de resoluciio (KENDREW ET AL, 1938). A
partir de entdo, o Protein Data Bank (PDB) (BERNSTEIN ET AL., 1977; BERMAN ET
AL., 2000) foi estabelecido como o Unico repositério fonte de estruturas
cristalograficas (e, mais tarde, de outros modelos estruturais obtidos por RMN,
microscopia eletronica, etc.) da comunidade cientifica (WLODAWER ET AL., 2008).

A determinacao de estruturas atdmicas 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 posicao relativa dos atomos da
molécula (coordenadas atomicas). Na cristalografia, a nuvem eletrénica dos
atomos € a responsavel pela dispersao dos raios-X. Ja na RMN sdo medidas as
interagbes dos nucleos atdmicos. Desta maneira, a cristalografia de raios-X
fornece a posicdo de todos os atomos, exceto hidrogénios, enquanto a RMN
fornece a posicao de todos os atomos incluindo os hidrogénios. A escolha do
método depende de uma variedade de fatores, incluindo peso molecular,
solubilidade e facilidade de cristalizacdo. Para proteinas ou complexos proteicos
com peso molecular acima de 50-100 kDa, deve-se usar cristalografias de raios-
X. Para aquelas proteinas de dificil cristalizacdo e capazes de se dissolverem
em altas concentracdes 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 estaticas e a RMN pode ser usada para
estudar a flexibilidade de proteinas na solugcédo (PETSKO E RINGE, 2009).

A obtencdo de proteinas para cristalografia pode ser feita de diversas
maneiras. Algumas proteinas podem ser obtidas diretamente de sua fonte
natural, mas para que isso aconteca ela deve estar em alta concentracao, o que
nao acontece na maioria dos casos, pois uma proteina costuma estar distribuida
em diversos tecidos. Além disso, se existirem isoformas de modificacdes pos-

traducionais, essa heterogeneidade da amostra causara um impacto na pureza
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da mesma e isso influenciara posteriormente a formacao de cristais. A producéo
de proteinas puras geralmente é feita através de métodos de expressao
heterdloga e a escolha do organismo de expressdo deve levar em conta a
necessidade de modificacbes pods-traducionais (por exemplo, um sistema
bacteriano ndo € capaz de glicosilar proteinas de eucariotos). Desta maneira,
pode-se ter limitacdes estabelecidas pelo sistema de expressdo. Mas além de
necessitarmos de uma proteina pura, 0o passo limitante na resolu¢cdo de uma
estrutura cristalogréfica proteica € a proteina ser cristalizada. Esse passo €
essencial e existem proteinas dificeis de cristalizar (especialmente proteinas de
membrana). Muitas vezes torna-se necessério utilizar alta concentragdo de
agentes precipitantes, alterar o pH, a temperatura, a pressédo, entre outras
mudancas (MALUF ET AL., 2014). Esse ambiente cristalino muitas vezes acaba se
tornando muito diferente do ambiente biolégico da proteina, o que pode resultar
em erros se nao forem feitas as corretas interpretacoes.

ApOs a obtencéo do cristal, a difracdo de raios-X € computada. A fonte de
raios-X geralmente € um sincrotron. Os cristais sdo bombardeados com raios-X
gue se espalham e sao capturados como um padrédo de difracdo. O que se mede
experimentalmente é a amplitude e posicdo das ondas de raios-X difratadas. A
estrutura pode ser reconstruida pelo somatério destas ondas, utilizando
referéncias (ou fases), a partir de atomos marcados no cristal (por exemplo,
marcacao com atomos pesados). Isso leva a obtencdo de mapas de densidade
eletrdnica. Uma estrutura quimica € entdo encaixada neste mapa e o modelo é
ajustado e refinado num processo interativo até que o padrdo de difracdo

calculado e o medido experimentalmente equivalham (Eigura 1).

refinement

phases

crystals (enlarged view) diffraction patierns electron density maps atomic models

Ty

Figura 1. Passos na resolugdo de uma estrutura cristalografica (PETSKO E RINGE, 2009).
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A interpretacdo do mapa de densidade eletronica sofre interferéncia da
resolucdo, que indica o nivel de detalhamento com o qual a proteina foi
determinada. Diferentes niveis de resolucdo determinam tipos de informacédo
distintas. Numa resolucdo de 5A, identifica-se a topologia da molécula e
elementos de estrutura secundaria. Com 3A as cadeias laterais de alguns
aminoéacidos sdo interpretaveis. Com 2,5A as cadeias laterais de todos os
aminoécidos séo interpretaveis. Para reconhecer atomos individuais, necessita-
se uma resolucdo de 1,5A. E com 1A de resolucéo, os tipos de atomos sio
identificaveis. Um exemplo de mapa de densidade eletrénica com diferentes

resolucdes é apresentado na Figura 2.

Figura 2. Mapas de densidade eletrdnica com um peptideo (correspondente a Ser-Val-Val-Met-Thr-Ile)
sobreposto. Em A), a resolucéo é de 3A e pode-se determinar a posicdo aproximada das cadeias laterais.
Em B), com 2 A de resolucéo, as cadeias laterais estdo bem delineadas. Em C) temos 1A de resolucéo e
0s atomos sdo identificaveis (PETSKO E RINGE, 2009).

Diversos fatores influenciam a interpretacdo de um mapa de densidade
eletrdnica, ja que ele corresponde a uma média das posi¢des atbmicas ao longo
de todas as células unitarias que formam o cristal. Se a densidade eletrénica ndo
€ bem definida ou se houverem moléculas em diferentes orientaces, a
interpretagdo do mapa torna-se desafiadora. A cadeia lateral de um residuo de
aminoacido num peptideo pode adotar mais de uma conformacao e se existirem
muitas conformacdes distintas a densidade eletronica para esta cadeia lateral
nao sera distinguivel e aparecera como um ruido no mapa (WLODAWER ET AL.,
2008; MALUF ET AL., 2014). E muito comum acontecer esse tipo de ruido no caso
de regibes desordenadas ou regides altamente flexiveis, como alcas. Isso
também é comum para estruturas sacaridicas em glicoproteinas, que geralmente
estdo incompletas no PDB, pois a alta flexibilidade das glicanas impede tanto a

cristalizacdo quanto a aquisi¢cao de densidade eletrbnica (Woobs, 1998). Mesmo
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guando conseguem ser obtidas por cristalografia de raios-X, estas estruturas
sacaridicas sdo de baixa qualidade, e estima-se que um ter¢co dos dados para
carboidratos encontrados no PDB contém erros significativos de estereoquimica,
nomenclatura e concordancia com mapas de densidade eletrdnica (LUTEKE ET
AL., 2004; CRISPIN ET AL., 2007; BERMAN ET AL., 2007). Mapas de densidade
eletrdnica podem ser fracos também no caso de ligantes, quando este interage
com apenas algumas moléculas do cristal. Essa ocupacao parcial torna dificil a
interpretacdo e modelagem destes ligantes (MALUF ET AL., 2014).

Os modelos estruturais construidos com base na cristalografia de raios-X
devem ser precisos, e, para isso, alguns métodos de refinamento devem ser
aplicados. Uma das estratégias empregadas € o alinhamento sistematico entre
o modelo estrutural e a densidade eletronica, feito por ciclos continuos até que
ocorra convergéncia de dados. Para auxiliar o refinamento, sdo aplicadas
restricbes estereoquimicas para orientar o grau de liberdade conformacional dos
atomos nas tentativas de modela-los. Estas restricbes sdo baseadas em dados
de altas resolucbes de pequenas moléculas e garantem a nado violacdo de
estruturas permitidas para diferentes grupos quimicos, bem como impede que
eles adotem conformacfGes de alta energia. Outra estratégia envolve o
conhecimento das caracteristicas geométricas dos aminoacidos e das estruturas
secundarias (distancias, angulos de ligacdo e angulos de diedro), que servem de
guias para a avaliacao dos modelos (MALUF ET AL., 2014).

Cabe ressaltar que, para carboidratos, a descricdo estrutural por RMN
também encontra dificuldades, pois a alta flexibilidade das glicanas produz um
conjunto complexo de conformacfes, com a possibilidade de coexistirem
multiplos conformeros simultaneamente em solugcdo. Além disso, geralmente
tem-se um baixo nimero ou auséncia de sinais de NOE. Uma determinacao
conformacional precisa de carboidratos, utilizando essa metodologia, s6 é
possivel se forem obtidos trés ou mais sinais de NOE inter-residuos em uma
ligacdo glicosidica, o que, na maioria das vezes, ndo permite a determinacdo
conformacional de oligossacarideos maiores que uma dezena de residuos
(CummING E CARVER, 1987; WoobDs, 1998; WORMALD ET AL., 2002). A
espectrometria de massas, por sua vez, € a técnica que melhor descreve as

estruturas dos oligossacarideos, embora ndo ofereca informacdes sobre a
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organizacdo espacial, tridimensional, desta classe de biomoléculas (PEREZ E
MuLLoy, 2005).

1.2 ESTRUTURA E SINTESE DE GLICANAS

Os termos glicana e polissacarideo sédo definidos pela IUPAC como
sinbnimos que significam “compostos que consistem de um grande numero de
monossacarideos unidos por ligagdes glicosidicas” (IUPAC, 1997). Na prética,
o termo glicana pode também ser usado para definir a por¢ao carboidrato de um
glicoconjugado, como glicoproteinas, glicolipideos e proteoglicanos (DWEK,
1996). Ao contréario de proteinas, as glicanas nao estéo codificadas diretamente
no genoma e sua sintese ndo segue molde ou referéncia direta, mas sim um
processo complexo especifico. Embora o genoma nao codifique diretamente
uma sequéncia sacaridica, ele determina a expressao de diversas enzimas que
sintetizam carboidratos, realizam a sua ligacdo uns aos outros, modificam
monossacarideos adicionando ou removendo substituintes (VERLI, 2014). A
principal familia de enzimas envolvidas nestes processos sdo as
glicosiltranferases, como veremos mais tarde no item 1.7, além de glicosidases,
ambas com expressdo e atividade dependentes do tecido ou do estado
metabolico (ROBINSON ET AL., 2012).

A complexidade de estudar glicanas pode ser descrita a0 compararmos estas
moléculas com proteinas. Os carboidratos apresentam uma grande diversidade
em comparacdo aos 20 aminoacidos codificados no genoma. Mais de 100
possiveis unidades monossacaridicas ja foram observadas em biomoléculas.
Em uma analogia a ligacao peptidica, carboidratos ligam-se entre si ou a outras
moléculas por ligacBes glicosidicas. Mas, enquanto aminodcidos possuem
somente um grupo amino e um grupo acidos carboxilico em seu esqueleto
peptidico, de forma que sé um tipo de ligacdo peptidica é possivel entre dois
residuos (como também ocorre com nucleotideos), na ligacao glicosidica entre
dois monossacarideos existem diversas possibilidades. A ligacdo glicosidica é
formada pela reagdo entre dois grupos hidroximetileno (CHOH), e cada

monossacarideo possui varios destes grupos. Desta maneira, multiplas ligacdes
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entre dois monossacarideos consecutivos sao possiveis, criando assim um
espectro complexo de possibilidades (ROBINSON ET AL., 2012; VERLI, 2014).

As glicanas geralmente sdo formadas por ligagbes O-glicosidicas entre
monossacarideos. Elas podem ser homo ou heteropolimeros, lineares ou
ramificadas. Glicanas ramificadas sdo comuns em glicosilacdes N- e O-ligadas
em glicoproteinas e glicolipideos, enquanto glicanas lineares sdo comuns em
glicosaminoglicanos (polimeros geralmente sulfatados) (ROBINSON ET AL., 2012).

Esta diversidade estrutural pode ser observada na Figura 3.
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Figura 3. Diversidade estrutural das glicanas. Com base na estrutura do esqueleto sacaridico, as glicanas
podem ser amplamente divididas entre lineares (glicosaminoglicanos) e ramificadas (glicanas N- e O-
ligadas). (A) Glicanas O-ligadas, unidas a proteinas por ligagdes covalentes (tipicamente serina ou treonina)
subagrupadas de acordo com o nucleo (“core”) estrutural. (B) Glicosilagdes N-ligadas, onde a glicana esta
tipicamente unida covalentemente a uma asparagina em uma proteina contendo a sequéncia consenso
Asn-X-Ser/Thr, onde X pode ser qualquer aminoacido 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 nucleo pentassacaridico comum (GIcNAcz2Mans) e podem ser classificadas em
trés tipos: oligomanose (high-mannose), complexo ou hibrido. (C) GAGs, o principal grupo de glicanas
lineares, correspondente a unidades dissacaridicas sulfatadas repetidas de um &cido urdnico ligada a uma
hexosamina, que quando ligados a proteinas chamam-se proteoglicanos. Trés exemplos de GAGs séo
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) sdo unidas a
proteinas tipicamente a residuos serina ou treonina, e esta classe de glicanas é
classificada de acordo com o seu nucleo (“core”) estrutural (ROBINSON ET AL.,
2012). A O-glicosilacao ocorre no complexo de Golgi e € um evento inteiramente
pos-traducional. Na N-glicosilacdo (Figura 3B) a glicana liga-se tipicamente a
uma asparagina em uma proteina contendo a sequéncia consenso Ash-X-
Ser/Thr, onde X pode ser qualquer aminoacido exceto prolina. Glicanas N-
ligadas geralmente apresentam estruturas maiores e mais complexas que as O-
ligadas, mas possuem menor variedade. A N-glicosilacdo inicia no reticulo
endoplasmatico (RE), onde € montado um oligossacarideo precursor, que sera
entdo modificado no complexo de Golgi. A sintese do oligossacarideo precursor
no RE é geralmente realizada co-traducionalmente, uma vez que as proteinas
sdo importadas para o RE antes da sintese completa da cadeia polipeptidica, e
algumas proteinas inclusive necessitam da N-glicosilacdo para seu correto
enovelamento (QsABA, 2000). Todas as N-glicanas possuem um nucleo
pentassacaridico comum (GIlcNAczMans) e podem ser classificadas em trés
tipos: oligomanose (high-mannose), complexo ou hibrido (DWEK, 1996; ROBINSON
ET AL., 2012). Glicanas tipo oligomanose contém apenas residuos de manose
(Man) ligados ao nucleo pentassacaridico e, portanto, ndo sofrem a adi¢édo de
novos carboidratos no aparelho de Golgi. Glicanas tipo complexo ndo possuem
nenhum residuo de Man além das 3 do nucleo pentassacaridico, mas possuem
ramificacbes com residuos de N-acetil gliconsamina (GIcNAc) no seu terminal
redutor ligadas ao nucleo trimanosil, podendo conter mais do que as duas
GIcNACc originais, bem como um namero variavel de residuos de galactose (Gal),
acido sialico e, em alguns casos, fucose (Fuc). As glicanas tipo complexo
apresentam a maior variacdo estrutural dentre os subgrupos, resultando
principalmente das combinagBes de diferentes niumeros de ramificacdes e
variacfes nos monossacarideos nas cadeias externas. E, por fim, N-glicanas tipo
hibrido tém caracteristicas tanto de glicanas tipo oligomanose quanto de glicanas
tipo complexo, com um ou dois residuos de Man ligados ao nucleo
pentassacaridico, como nas glicanas tipo oligomanose, e também com uma ou
duas ramificagdes contendo outros monossacarideos, como nas glicanas tipo

complexo, ligadas a este nucleo (DWEk, 1996).
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Desta maneira, temos os diferentes tipos de monossacarideos, 0s varios
padrbes de ramificacdo, as multiplas possibilidades de ligacdo entre
monossacarideos, os diferentes sitios de ligacdo e ainda a biossintese das
glicanas, que ndo 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 proteinas e acidos nucleicos.

1.3 O PAPEL DE GLICANAS NA FUNCAO PROTEICA E EM PROCESSOS PATOLOGICOS

As glicoproteinas sdo um componente majoritario da superficie externa
das células mamiferas e representam a maioria das proteinas secretadas em
eucariotos (DWEK, 1996). As glicanas ligadas a esses polipeptidios sdo capazes
de modificar diversas propriedades destas moléculas, como estabilidade,
enovelamento, solubilidade, conformacdo, promover resisténcia a ataques
proteoliticos, que assim podem influenciar o papel biolégico 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 fracdo carboidrato de uma glicoproteina também pode
participar diretamente em eventos de reconhecimento, como na adesao entre
células, interacdo com patdgenos, sinalizacao celular, interagdo com receptores,
endocitose (VARKI, 2007; OHTSUBO E MARTH, 2006), bem como no
reconhecimento por selectinas e integrinas em situacdes de infeccbes, que leva
ao recrutamento de linfécitos (ALON E ROSEN, 2007).

O grande tamanho dos carboidratos € provavelmente um dos fatores mais
significativos na modificacao das propriedades das proteinas as quais eles estao
ligados. Grandes éareas de uma proteina podem ser protegidas por
oligossacarideos relativamente pequenos (Figura 4), o que pode permitir que
eles cubram areas funcionalmente importantes e modulem interacbes de
glicoconjugados com outras moléculas (DRICKAMER E TAYLOR, 1993; PAREKH ET
AL., 1989; DWEK, 1996).
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Figura 4. Comparacao entre um modelo e multiplos modelos de glicoproteinas, com destaque para a
variagdo da porcao carboidrato (Adaptado de PoL-FACHIN E VERLI, 2011; por Pablo Arantes).

Diversos processos patoldgicos envolvem alteracées em glicanas. Por
exemplo, pacientes com artrite reumatoide apresentam o mesmo tipo de glicana
bi-ramificada em Imunoglobulina G (IgG) sérica que individuos normais, mas em
propor¢cdes muito diferentes, havendo uma diminuicdo de Gal e um aumento
correspondente de GIcNAc no término das ramificacdes (DWEK, 1996).

Mudancas na glicosilacdo também estdo associadas com infeccdo e
inflamacdo. Um exemplo s&o infecgfes intestinais. Todas as células, incluindo
as do trato gastrointestinal, sdo revestidas por glicocalix, que é composto de
glicolipideos, glicoproteinas 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 fisico-
guimico, composta de mucinas (que séao glicoproteinas) e peptideos associados.
Numa infeccdo gastrointestinal, os patdgenos colonizam e invadem o epitélio do
hospedeiro usando interacdes proteina-proteina e glicana-lectina. Durante o
processo de colonizacéo e infecéo, ocorre a alteracao do padrao de glicosilacao
tanto do patdgeno quanto do hospedeiro, em resposta a presenga um do outro
(MORAN ET AL., 2011).

Desordens de glicosilagdo também estdo associadas a fraqueza muscular

na sindrome miasténica/miopatica. Isso se deve, entre outros fatores, a
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alteracdes no gene que codifica a enzima ALG2, uma a-1,3-manosiltransferase
gue catalisa a transferéncia da segunda manose do nucleo pentassacaridico de
N-glicanas (MONIES ET AL., 2014).

Outra desordem de glicosilacdo com consequéncias fisiologicas e
patolégicas é a alteracdo em canais ibnicos. Os canais idnicos voltagem-
dependentes sao proteinas transmembrana que regulam a excitabilidade elétrica
em Varios tecidos, como nervos, musculos e coragdo. Estes canais podem ser
glicosilados e a alteragdo no padréo de glicosilacdo pode afetar a fungcéo dos
mesmos, levando a desordens neurologicas e neuromusculares. Estudos
recentes com foco no padréo de sialilacdo de canais sodio e potassio detectaram
que a presenca de &cidos sialicos nas glicanas O- e N-ligadas altera o
mecanismo dos canais e causa mudancas conformacionais nos dominios
sensiveis a voltagem, devido as cargas negativas do acido sialico (BAYCIN-HizAL
ET AL., 2014).

Outras doencas estdo associadas a problemas na glicosilacdo, como a
doenca de Tay-Sachs, onde um defeito na enzima hexosaminidase A,
decorrente de uma mutacao no gene que a codifica, provoca um acumulo de um
gangliosideo (GM2), levando a neurodegeneracao. Ja a deficiéncia conjunta nas
hexosaminidades A e B leva a doenca se Sandhoff, que possui um fenétipo
semelhante a doenca de Tay-Sachs. Na doenca de Gaucher, ocorre deficiéncia
numa enzima glicocerebrosidase (ou B-glicosidase acida), que realiza a digestao
celular de um gicolipideo, o glicocerebrosideo. Essa deficiéncia causa o acumulo
lisossomal deste glicolipideo, levando ao inchago de 6rgdos como figado, baco
e a fragilidade 6ssea (OHTSUBO E MARTH, 2006).

Glicanas e glicoproteinas sdo também essenciais para o funcionamento
do sistema imune. Um dos exemplos mais conhecidos € a familia das selectinas,
gue sao glicoproteinas de superficie encontradas em leucdcitos que se ligam a
glicanas endoteliais proximas a sitios de inflamacéo e infeccdo e permitem o
extravasamento aos tecidos (JOHNSON ET AL., 2013). O envolvimento de glicanas
na resposta imune, na alergia e no cancer sera descrito de forma mais detalhada

nos proximos topicos.
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1.4 GLICANAS E ALERGENICIDADE

7z

A alergia € uma resposta exagerada do sistema imunolégico a uma
substancia estranha ao organismo, ou seja, uma hipersensibilidade
imunomediada a um estimulo externo especifico. Todas as reacdes alérgicas,
embora apresentem grandes diferencas nos tipos de antigenos que
desencadeiam estas reacdes, apresentam algumas caracteristicas em comum.
Primeiramente ocorre ativagéo de células TH2 e producéo de anticorpos IgE. Isso
ocorre por uma sequéncia de eventos, iniciando na exposicdo ao antigeno,
ativacdo de células Tu2 e células B especificas para o antigeno, producéo de
anticorpo IgE, ligagdo do anticorpo aos receptores Fc de mastocitos, ativacéo
dos mastocitos pela reexposicdo ao antigeno, resultando da liberacdo de
mediadores a partir destes mastocitos e subsequente reacéo patoldgica (Figura

5). Este processo é chamado de sensibilizacao.
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Figura 5. Sequéncia de eventos na reacao de hipersensibilidade imediata. A de hipersensibilidade imediata
se inicia pela introdugdo de uma alérgeno, que estimula a reacédo de células T2 e producgdo de IgE, que
sensibiliza mastécitos por ligar ao receptor Fc, que por sua vez secreta mediadores responsaveis pelas
reacdes patoldgicas (ABBAS, 2012).
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Os antigenos que causam a hipersensibilidade imediata (que é a resposta
tipica da ativagédo de células Tn2) sdo chamados alérgenos, e sdo geralmente
proteinas ou moléculas que modulam proteinas. As citocinas produzidas pelas
células Tu2 sdo responsaveis por varias caracteristicas da hipersensibilidade
imediata. As manifestacdes clinicas e patoldgicas da hipersensibilidade imediata
consistem em reacdes vasculares e de musculos lisos que se desenvolvem
rapidamente apOs repetidas exposi¢cdes ao alérgeno e entdo causam uma
reacao inflamatéria tardia. Todas estas reacdes sdo iniciadas por ativacao de
mastocitos (presentes em tecidos conectivos e sob o epitélio) mediada por IgE,
mas diferentes mediadores séo responsaveis pelos componentes da fase tardia
(que é a resposta classica da ativacdo de células Thl).

A hipersensibilidade imediata se manifesta de diferentes maneiras
dependendo do tecido afetado, incluindo constricdo brénquica, congestéo nasal,
dor abdominal, diarreia, erup¢des cutaneas e até choque sistémico. Na reacéo
sistémica mais extrema, chamada anafilaxia, os mediadores liberados por
mastécitos blogueiam vias aéreas até causar asfixia e causam um colapso
cardiovascular que pode levar a morte. Os mastocitos possuem granulos
compostos de histamina, heparina e, em alguns casos, sulfato de condroitina
(estes dois ultimos sdo polissacarideos sulfatados pertencentes a familia dos
glicosaminoglicanos) e proteases. Os proteoglicanos, incluindo a heparina e o
sulfato de condroitina, séo os principais constituintes tanto de mastocitos quanto
de basdfilos. Sdo moléculas carregadas negativamente, assim servindo como
matrizes de armazenamento de moléculas carregadas positivamente (como
aminas biogénicas, proteases e outros mediadores). Os proteoglicanos liberam
mediadores em diferentes taxas ap0s a exocitose e, desta maneira, sdo capazes
de controlar a cinética das reacbes de hipersensibilidade imediata. A
desgranulacdo de mastdcitos é considerada o componente central das doencas
alérgicas e as manifestagdes clinicas e patolégicas dependem dos tecidos onde
os mediadores agem, bem como da cronicidade do processo inflamatorio
resultante (ABBAS, 2012).

Outras glicanas, além dos polissacarideos contidos nos granulos de
mastocitos, estdo envolvidas em processos alérgicos. As N-glicosilacdes de
glicoproteinas de plantas e insetos sdo o0s determinantes imunoldgicos

ambientais mais abundantes. Os principais motivos presentes nestes
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organismos sao xilose e “core” fucose em ligagdo o-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 glicoproteina transmembrana tipo lectina tipo-C (C-
type lectin-like) expressa pelas células dendriticas, que sao células
apresentadoras de antigenos e que reconhecem Vvarios glicoalérgenos de
diversas fontes e estdo envolvidos em promover resposta alérgica a poeira
doméstica in vitro. Este receptor possui duas atividades lectinas, envolvendo
reconhecimento de carboidratos célcio-dependente através dos dominios tipo
lectina tipo-C (C-type lectin-like domains, CTLDs), bem como ligacao de glicanas
sulfatadas acidicas independente de célcio nas posi¢cdes 3 ou 4 através do

dominio rico em cisteina (cysteine rich, CR) (EMARA ET AL., 2011).

1.5 FEL D 1, O PRINCIPAL ALERGENO DO GATO

O gato doméstico (Felis domesticus) é um dos animais de estimacao mais
comuns em comunidades ocidentais, e seu pelo é uma fonte significativa de
alérgeno (KROLL-KRISTENSEN ET AL., 1997), que contém diversas moléculas,
sendo a proteina Fel d 1 o componente alérgeno majoritario (LEITERMANN E
OHMAN, 1984). Esta proteina esta presente em diversos tecidos do animal, como
glandulas salivares, glandulas sebaceas, pele, pelo e cérebro (Figura 6) (ScHou,
1993). O impacto destes alérgenos na saude publica pode ser ilustrado no fato
de que 20 a 30% dos individuos que sofrem de asma alérgica possuem alergia

a gatos (GRONLUND ET AL., 2010).
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Figura 6. Representacdo esquematica da distribuicdo de Fel d 1 no gato doméstico, Felis domesticus.

A proteina Fel d 1 € um dimero de ~38 kDa nédo-covalentemente ligado
composto de duas subunidades de ~18 kDa (também chamada tetramero por
alguns autores, por ser um dimero de heterodimeros), pertencente a familia das
secretoglobinas. Cada subunidade (ou heterodimero) é composta por uma
cadeia a e B orientadas de maneira antiparalela, unidas por trés pontes dissulfeto
(KROLL-KRISTENSEN ET AL., 1997). A orientacdo correta das cadeias o e  é
considerada critica, 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 a Asn33. Estudos de espectrometria de massas
detectaram que sua estrutura é do tipo complexo, tri-ramificada e heterogénea
(KROLL-KRISTENSEN ET AL., 1997), sendo a estrutura minima a glicana [(-Asn-)
GIcNAcz2MansGIcNAcsGalz] e a maxima a glicana [(-Asn-)
GIcNAc2MansGIcNAcsGals (Fucl)-NeuAcs].

Uma estrutura cristalografica de um tetramero recombinante de Fel d 1,
expresso em E. coli, estd disponivel (PDB ID 2ejn). Nesta estrutura, foram
revelados dois diferentes sitios de ligacdo a célcio. Os sitios externos estado
posicionados simetricamente em cada lado do tetramero (KAISER ET AL., 2007).
Estes sitios correspondem a sitios putativos de ligacéo a Ca?* sugeridos para a
uteroglobina, uma molécula estruturalmente semelhante a Fel d 1, também da

familia das secretoglobinas, tipo citocina, induzida por esteroides com atividade
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anti-inflamatoéria e propriedades imunomodulatorias (BARNES ET AL., 1996). A
ligacdo a Ca?* na uteroglobina é um assunto controverso, com grupos
demonstrando esta ligacao e outros demonstrando que esta proteina néo se liga
a Ca?* (por isso os sitios sao ditos “putativos”). O segundo sitio de ligacdo a Ca?*
no cristal de Fel d 1 encontra-se na interface de dimerizacdo (Figura 7),
estabilizando a formacdo do tetramero de Fel d 1 e induzindo mudancas
conformacionais locais importantes que governam o formato de duas cavidades,
uma em cada mondmero, de tamanhos diferentes, preenchidas por agua. Esta
estrutura sugere um potencial portal para um ligante desconhecido. A presenca
dos ions Ca?* levou a especulacdo de que a Fel d 1 poderia provocar uma
resposta alérgica através da modulacdo da fosfolipase A2, por sequestrar ions
Ca?*, de maneira similar ao que foi proposto para a uteroglobina (ANDERSSON ET
AL., 1994; NORD ET AL., 1995).

Figura 7. Estrutura do tetramero de Fel d 1 com os sitios de ligagdo a Ca?*, conforme o PDB ID 2ejn.
(Subunidades heterodiméricas representadas pelas cores amarela e azul e ions Ca?* representados por
esferas laranjas).

Alguns estudos sugerem importantes papéis estruturais e imunobiolégicos
da N-glicosilacédo na Fel d 1 (KROLL-KRISTENSEN ET AL., 1997; VAILESET AL., 1994),
enguanto outros estudos demonstraram que diferentes padrdes de glicosilacao
nao afetam a producao de IgE in vitro (SEPPALA ET AL., 2005). Um estudo mais
recente in vivo demonstrou que o receptor de manose (glicoproteina

transmembrana tipo lectina tipo-C expressa pelas células dendriticas, conforme
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explicitado no item anterior) tem um papel essencial na internalizacdo da
proteina Fel d 1. O reconhecimento de Fel d 1 pelo receptor de manose é
mediado pelo dominio CR (cysteine rich, rico em cisteina) deste receptor, o que
esta correlacionado com a presenca de carboidratos sulfatados na Fel d 1
natural. Camundongos selvagens e “knockout” para o receptor de manose foram
usados em um estudo, comparando a sensibilizacdo a Fel d 1 entre estes dois
grupos. Foi demonstrado que os camundongos sem o receptor produziram niveis
menores de IgE e IgG em relacdo ao grupo selvagem, evidenciando que o
receptor de manose tem um papel importante na sensibilizacdo a este alérgeno

in vivo (EMARA ET AL., 2011).

1.6 GLICANAS E CANCER

Alteracbes em padrdes de glicosilacdo sdo uma caracteristica de
fendtipos tumorais. Esse fenémeno foi descrito pela primeira vez por Meezan e
colaboradores em 1969, com a demonstracdo de que fibroblastos saudaveis tem
menos glicoproteinas de membrana do que aqueles transformados (MEEZAN ET
AL., 1969). Este fato foi mais tarde corroborado por evidéncias histologicas
indicando que lectinas apresentam ligacdo a tecidos saudaveis diferente daquela
a tecidos malignos (TURNER, 1992; SAUSSEZ ET AL., 1998). Mais recentemente,
glicanas de superficie celular associadas a céncer foram diretamente
caracterizadas usando anticorpos monoclonais especificos e espectrometria de
massas (SHRIVER ET AL., 2004), elucidando as alteracdes moleculares que
ocorrem em uma transformacdo maligna no cancer de mama (PANCINO ET AL.,
1991) e colorretal (MATSUSHITA ET AL., 1990).

Diversas glicanas, tanto na superficie tumoral quanto em outros
elementos do hospedeiro, tém sido identificadas como mediadores chave em
eventos fisiopatoldgicos durante a progressdo tumoral, que envolve varias
alteracdes na sinalizacao intra e intercelular. Isso promove uma série de eventos,
como: desregulacéo do ciclo celular, facilitando a proliferacdo; surgimento de
células invasivas que se dissociam do tumor e migram para a matriz extracelular;
convocacado da rede endotelial neovascular préxima (angiogénese); promocao

da disseminac&o de células tumorais com caracteristicas de superficie celular,
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que promovem interacdes de adesdo com plaquetas, leucécitos e células do
endotélio vascular sanguineas e linfaticas; facilitacdo da evasdo da imunidade
inata. Finalmente, um conjunto de células “sobrevivente” invade, neovasculariza,
dissemina, extravasa e prolifera em uma nova localizagéo tecidual, tornando-se
uma metastase (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 localizacGes posicionam as glicanas para mediar adesao e
mobilidade celular, bem como sinalizacdo intracelular (MARTH, 1999). No
ambiente tumoral, alteracdes de glicosilacdo permitem que as células
neoplasicas assumam muitos dos eventos que ocorrem no desenvolvimento
(como ativacao de receptores, mobilidade e adeséao celular), permitindo que as
células tumorais invadam ou espalhem-se no organismo (VARKI, 1999). As
transformacoes malignas séo frequentemente acompanhadas por expresséao de
genes oncofetais (epitopos que sdo expressos em tecidos embrionarios e células
tumorais). Muitos dos primeiros anticorpos identificados especificos para
tumores eram direcionados contra antigenos oncofetais sacaridicos presentes
em glicoproteinas e glicoesfingolipideos tumorais. Em alguns casos, a
subexpressao e alteragdo ou encurtamento na ramificagdo de certas glicanas
estd relacionado ao crescimento celular. Alteracdes similares em tumores
permitem que eles intensifiguem sua capacidade proliferativa (VARKI, 1999; FEIzI,
1985).

1.7 GLICOSILTRANSFERASES

As GTs estabelecem ligacdes glicosidicas, realizando a biossintese de
dissacarideos, oligossacarideos ou polissacarideos ao catalisarem a
transferéncia de um monossacarideo, 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 localizacao
celular diversa, sendo portanto responsaveis pela diversidade e complexidade

de glicoconjugados, glicoproteinas, glicolipideos e proteoglicanas.
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Os mamiferos utilizam apenas 9 tipos de doadores nucleotideo-
sacaridicos para GTs: UDP-glicose, UDP-galactose, UDP-GIcNAc, UDP-
GalNAc, UDP-xilose, UDP-&cido glicurénico, GDP-manose, GDP-fucose e CMP-
acido sialico. Os grupos fosfato destas moléculas doadoras sdo coordenados as
enzimas por cétions divalentes, mas existem enzimas independentes de metais.

As GTs podem ser divididas em enzimas de “reten¢do” ou “inverséo” de
acordo com a estereoquimica da ligacdo do carbono anomérico do doador
(retengao (a—a) ou inversao (a—) da estereoquimica durante a transferéncia).
O mecanismo de inversdo requer apenas um ataque nucleofilico a partir do
atomo aceptor para inverter a estereoquimica (nesse caso a prépria hidroxila
aceptora € quem realiza o ataque nucleofilico, aproximando-se do carbono
anomeérico pelo lado oposto). O mecanismo de retencdo ainda esta sendo
debatido, mas ha evidéncias contrarias ao mecanismo de deslocamento duplo
(que causaria duas inversdes) e ao mecanismo dissociativo, e trabalhos recentes
sugerem fortemente um mecanismo de ataque ortogonal, o que estaria de
acordo com as estruturas disponiveis, geometria e estudos cinéticos e
computacionais (Figura 8) (SCHUMAN ET AL., 2013).
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O baixo grau de identidade de sequéncias entre as diversas GTSs,
acompanhado por um reduzido nimero de estruturas cristalinas, vem limitando
nossa capacidade de estudar os aspectos estruturais desta familia de enzimas.
Entretanto, determinacdes estruturais nos ultimos 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 sanduiche o/f/a. similar a um
enovelamento do tipo Rossmann (Figura 9A). Uma caracteristica geral desta
familia € a presenca de um motivo comum DxD e a necessidade de um cation
divalente para a atividade (BRETON ET AL., 1998; BRETON & IMBERTY, 1999). Uma
comparacao entre dominios cataliticos das enzimas desta familia revelou duas
regides estruturalmente conservadas em todos os membros, incluindo enzimas
que agem por retencao e inversao e, assim, sugerem que elementos estruturais
comuns sao necessarios para a transferéncia glicosidica, independente da
estereoquimica da reacao.

O enovelamento GT-B consiste de dois enovelamentos Rossmann com
uma regido conectora e um sitio catalitico localizado entre os dominios (Eigura
9B). H4 uma d&tima conservacao estrutural entre membros desta familia,
especialmente no dominio C-terminal, onde ocorre a ligacdo ao substrato. As
maiores variacdes ocorrem no dominio N-terminal, nas alcas e hélices que
apontam para o sitio catalitico e que evoluiram para acomodar diferentes

aceptores (BRETON ET AL., 2006).

Figura 9. A) Enovelamento GT-A (PDB ID 1h7l) e B) Enovelamento GT-B (PDB ID 1nim).
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O substrato aceptor de uma glicosiltransferase pode ser simples, como
uma unidade monossacaridica, ou complexo, como oligo e polissacarideos,
acidos nucleicos, lipideos ou proteinas. A transferéncia glicosidica no caso de
proteinas, pode ocorrer principalmente em residuos de tirosina, serina ou
treonina (gerando glicoproteinas O-ligadas) ou entdo em residuos de asparagina
(gerando glicoproteinas N-ligadas) (Figura 10).
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Figura 10. A) N-ligadas e B) O-ligadas. (Adaptado de FUSTER & Esko, 2005).

Além destes dois tipos principais de glicosilacdo, existem outros menos
comuns, descritos mais recentemente: fosfoglicosilacdo, C-glicosilacédo
(presentes apenas em eucariotos) e glipiacdo (identificada em eucariotos e
arqueas). Na fosfoglicosilacdo os oligossacarideos estéo ligados a residuos de
serina ou treonina via ligac@es fosfodiéster (SPIrO, 2002). Na C-manosilacao ou
C-glicosilagdo um residuo de a-manose é adicionado ao grupamento indol de
um triptofano presente na primeira posicdo da sequéncia consenso Trp-X1-X2-
Trp/Cys, sendo que essa ligacdo € favorecida quando X1 é um amino&cido
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 glipiacdo ocorre a adicdo de glicofosfatidilinositol (GPI) a regido C-
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terminal de polipeptideos, que é realizada a fim de ancorar algumas
glicoproteinas e proteoglicanas a superficies celulares (Low, 1989; Spiro, 2002;
PAuLICK E BERTOZzI, 2008).

1.7.1 FUCOSILTRANSFERASE 8

A fucosiltransferase 8 (FUT8) é uma € uma a-1,6 fucosiltransferase que
catalisa a transferéncia de uma Fuc (a partir de uma GDP-B-L-fucose) para a
primeira GIcNAc de um oligossacarideo N-ligado (“core fucosylation”) (Figura
11). Este tipo de fucosilacdo é frequentemente observado em N-glicanas de a-
fetoproteina, um marcador tumoral para carcinoma hepatocelular bastante

conhecido (TAKETAET AL., 1993; NODA ET AL., 1998).
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Figura 11. Reagdo de 1,6 fucosilagdo catalisada pela FUT8 (transferéncia de uma fucose, em ligacéo a1,6,
para a primeira GIcNAc de uma glicana N-ligada).

Experimentos com FUT8 de mamiferos demonstraram que a metastase é
suprimida pela fucosilacdo a—1,6 da integrina a5B1 (MIYOSHI ET AL., 1999). J4 a
fucosilacdo a—-1,6 das N-glicanas de imunoglobulina humana 1gG1 regula a
citotoxicidade celular anticorpo-dependente (ADCC). A auséncia de “core”
fucose em IgG1 resulta em um aumento de atividade de ADCC em até 100
vezes, sugerindo que IgG1 deficiente nesta fucose seria Util no tratamento de
cancer utilizando terapia com anticorpo (SHIELDS ET AL., 2002; SHINKAWA ET AL.,

2003). Alem destes experimentos, foi verificado que a fucosilacdo a-1,6 regula
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a funcdo de imunoglobulinas por modificar suas caracteristicas fisico-quimicas
(OKAZAKI ET AL., 2004). Outro grupo também reportou que o rompimento do gene
FUT8 em camundongos levou a fendtipos de retardamento de crescimento,
enfisema pulmonar e até mesmo morte (WANG ET AL., 2005). Estes fendtipos
ocorreram principalmente pela falta de fucosilacdo o-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; LIET AL., 2006; ZHAO
ET AL., 2006). Todos estes estudos sugerem fortemente que FUT8 e seu produto
enzimatico (“‘core” fucose) tem papéis em varios eventos fisioldégicos e
fisiopatologicos.

A estrutura de FUT8 humana foi determinada por cristalografia de raios X
(PDB ID 2de0), correspondente aos residuos 68 a 575 (regibes haste e
transmembrana ausentes) (IHARA ET AL., 2007). Foi observada a presenca de 3
dominios: um dominio N-terminal (residuos 109 a 173) contendo duas longas o-
hélices antiparalelas formando uma estrutura “coiled-coil”; um dominio catalitico
(residuos 174 a 501) composto por uma estrutura de folha aberta o/p (residuos
203 a 297) e um enovelamento Rossmann (residuos 359 a 492), ligadas por trés
hélices; e um dominio SH3 C-terminal (residuos 502 a 562) (Figura 12). Nesta

estrutura cristalografica os residuos Asp368 a Thr372 estdo desordenados.

Figura 12. A) Estrutura cristalografica de FUT8 humana (PDB ID 2de0). Dominio N-terminal (coiled-coil) em
cinza. Dominio catalitico colorido de acordo com a estrutura secundaria (a-hélices em vermelho, folhas-p
em amarelo e alcas em verde). E dominio C-terminal SH3 em azul. B) Dominio catalitico, destacando a
estrutura de sanduiche o/B/a. (a-hélices em azul ciano, folhas-p em roxo/rosa e algas em salméo). C)
Dominio catalitico, destacando a estrutura tipo Rossmann (a-hélices em azul ciano, folhas-p em roxo/rosa
e alcas em salméo).
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Estudos comparativos utilizando a ferramenta DALl (HOLM E SANDER,
1993) demonstraram que, quando analisados separadamente, os dominios de
FUT8 apresentam similaridade estrutural com outras proteinas (IHARA ET AL.,
2007). Entretanto, a estrutura completa de FUT8 apresentou baixa similaridade
estrutural com proteinas conhecidas (IHARA ET AL., 2007). A estrutura da FUTS8
apresenta um enovelamento Rossmann, similar a GTs da familia GT-A.
Entretanto, pesquisas usando o dominio catalitico (residuos 201 a 500)
resultaram em similaridades estruturais com enzimas da familia GT-B. Além
disso, a FUT8 nado possui um motivo DXD e possui atividade total na auséncia
de ion metélico. Esses resultados dao suporte para classificar esta enzima como

semelhante a familia GT-B.
1.7.2 CORE-2 N-ACETIL GLICOSAMINILTRANSFERASE LEUCOCITARIA

A Core-2 N-acetil glicosaminiltransferase leucocitaria (C2GnT-L) é uma
GT presente no Golgi cis/medial que catalisa a conversdo de O-glicanas de
estrutura Core-1 para estruturas Core-2 (WILLIAMS ET AL., 1980; BIERHUIZEN E
FUKUDA, 1992). A C2GnT-L € uma N-acetil glicosaminiltransferase que age por
inversao (COUTINHO ET AL., 2003), transferindo uma GIcNAc, em ligacao 1,6, de
uma UDP-GIcNAc para Gal-B(1-3)-GalNAc-O-Ser/Thr (“Core” 1) para gerar Gal-
B(1-3)[GIcNAc-B(1-6)]GalNAc-O-Ser/Thr (“Core” 2) (Figura 13). ions divalentes,
essenciais para a atividade catalitica em muitas GTs, ndo sdo necessarios em
C2GnT-L (YEHETAL., 1999; SCHWIENTEK ET AL., 2000).

Gal-B-(1-3)-GalNAc-O-Ser/Thr } Core 1

C2GnT-L EUDP—GICNAC

GIcNAc-p-1

\
6 Core 2
Gal-B-(1-3)-GalNAc-O-Ser/Thr

Figura 13. Reacdo catalisada por C2GnT-L (transferéncia de GIcNAc, em ligacdo 1,6, para uma estrutura
Core 1, formando a estrutura Core 2).
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As O-glicanas Core-2 tem demonstrado importante participacdo na
migracdo de linfécitos e rolamento de leucécitos mediados por selectinas. L-
selectinas de linfécitos ligam-se a O-glicanas de células endoteliais contendo 6-
sulfo sialil Lewis X em estruturas Core-2 e Core-1 estendidas, enquanto
neutrofilos 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 expressao de C2GnT-L esta correlacionada com a progressao tumoral
de varios tipos de cancer, tornando esta enzima extremamente interessante no
estudo de metéstase tumoral. Ela € superexpressa em cancer de pulmao,
prostata e colorretal e alguns trabalhos demonstraram que a transfeccédo de
C2GnT-L para linhagens celulares de cancer de prostata 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 residuos 38 a 428 (ausentes os residuos 1 a 16 do dominio N-terminal
citoplasmatico e os residuos transmembranares 17 a 34). A primeira regido
(residuos 38 a 121) € composta apenas de a-hélices e corresponde a uma haste
que estende o dominio catalitico ao lumen do Golgi. A segunda regido
corresponde ao dominio catalitico (residuos 122 a 428) e é uma estrutura o/p/a
contendo 6 folhas-p flanqueadas em um lado por a-hélices e 3 folhas-f3 e no

outro lado por a-hélices e 2 e 3 folhas-p (Eigura 14).



39

Figura 14. Estrutura cristalografica de C2GnT-L (PDB ID 2gak). Residuos 38 a 121 (a-hélices) coloridos em
cinza. O restante corresponde ao dominio catalitico (residuos 122 a 428), coloridos de acordo com a
estrutura secundaria (a-hélices em vermelho, folhas-f3 em amarelo e algas em verde).

A estrutura do dominio catalitico pertence ao enovelamento GT-A. Os
residuos 122 a 240 contém o sitio de ligacdo para a porcao nucleotidica do
substrato doador (residuos correspondentes aqueles conservados entre as GTs
da familia GT-A) (TARBOURIECH ET AL., 2001), enquanto os residuos 241 a 428
contém o sitio de ligacdo do substrato aceptor.

Apesar da estrutura de C2GnT-L possuir enovelamento tipo GT-A, o
motivo caracteristico de ligacao a ion metalico DxD esta ausente. Alinhamentos
estruturais sugerem que o papel dos ions Mn?* ou Mg?* em estruturas GT-A
dependentes de metais € suprido pelos residuos de aminoacidos basicos Arg378
e Lys401 em C2GnT-L. O uso de aminoacidos béasicos € similar ao
comportamento observados em GTs tipo GT-B e fornece evidencias estruturais
de convergéncias do mecanismo catalitico entre as GTs de enovelamentos GT-
A e GT-B (PAKET AL., 2006).

A C2GnT-L apresenta dois sitios de N-glicosilacdo, nos residuos Asn58 e
Asn95 (ambos na regido N-terminal). Estudos verificaram a ocupacdo e
importancia destes sitios, sendo que a glicosilagdo em Asn95 é essencial para a

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

localiza-la no Golgi cis/medial (HAMON ET AL., 2005).
1.8 DINAMICA MOLECULAR

O uso de simulagbes de dinamica molecular (DM), utilizado para
biomoléculas desde a década de 70 (McCAMMON ET AL., 1977), € hoje uma
ferramenta computacional amplamente difundida, utilizada para investigacédo da
estrutura e dinamica de biomoléculas em geral, abrangendo estudos de
interacbes entre compostos e suas proteinas-alvo, desnaturacdo e
enovelamento proteicos (PONDER E CASE, 2003), entre outros. Na DM os &tomos
sao tratados como particulas se movendo sob a influéncia da mecéanica classica
(MAGINN E ELLIOT, 2010) e as sucessivas configuracfes do sistema séo geradas
pela integracdo da equacédo do movimento de Newton:

d’r,  F
dt?

m;

Nesta equacdao, d?ri/dt? é a aceleracdo, m; € a massa e Fi é a forca sobre
um determinado atomo i. O resultado desta integracdo empregada sobre todos
os atomos do sistema é uma trajetoria que especifica como as posicées e
velocidades das particulas do sistema variam com o tempo relativo a aceleracao
(LEACH, 2001). Entretanto, esta equacdo nao consegue determinar a magnitude
(md&dulo) e a direcdo da forca Fi sobre os atomos do sistema, nem sua relagéo
com as caracteristicas de cada molécula em estudo. Estes parametros serdo
calculados em funcdo de mudancas de energia potencial (V) entre a posicéo
atual e a posicdo seguinte (aquela que representara o proximo passo da
simulacéo) sobre cada atomo (coordenadas atdémicas ri a rn):

F, = =V (ry, ... 1)
ar;

A funcao de energia potencial (Viota) € dada conforme a Figura 15, sendo
descrita no chamado Campo de Forca empregado na simulacdo. O campo de
forca pode ser definido como um conjunto de funcdes e parametrizacdes usadas
em célculos de mecéanica molecular (DE SANT'ANNA, 2002) que definem as

energias associadas a interacdes ligadas e nao-ligadas. Por exemplo, entre
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atomos ligados covalentemente o estiramento de ligacéo e distorcdo do angulo
de ligacao (tanto de valéncia quanto de diedro) de uma molécula é descrito em
relacdo a sua conformacao nao tensionada (caracterizada pelos valores-padréao
de comprimentos e de angulos de ligacdo). Juntamente a termos dedicados a
descricdo da interacdo entre atomos nao-ligados, como forcas eletrostaticas,
ligacdo de hidrogénio e forcas de van der Waals, dentre outros, os campos de
forca expressam o somatorio das fun¢des de energia potencial de cada atomo e
calculam a energia dos sistemas em funcdo das posi¢cdes dos nucleos dos

atomos (LEACH, 2001).
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Figura 15. Funcdes de energia que comp8em campos de forca empregados em dindmica molecular
(LIGABUE-BRAUN, 2014).

Existem diversos campos de forca disponiveis para simulacdes de DM.
No pacote de simulacdes GROMACS (VAN DER SPOEL ET AL., 2005) destacam-se
0 AMBER (CASE ET AL., 2005), o CHARMM (MACKERELL ET AL., 1998), e 0
GROMOS (VAN GUNSTEREN ET AL., 1996). Destes, AMBER e CHARMM sé&o
campos chamados “all-atom”, ou seja, apresentam parametros para todos os

atomos presentes no sistema, enquanto o GROMOS é um campo “united-atom”,
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onde n&o sao incluidas representacdes para hidrogénios ndo polares, apenas

hidrogénios polares estéo incluidos nas definicbes do campo.
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2. OBJETIVOS

A partir dos itens apresentados na introducdo, percebe-se que que
glicanas, glicoproteinas e glicosiltransferases possuem papéis em diversos
processos fisiopatologicos. Desta maneira, o objetivo geral deste trabalho € a
caracterizagao estrutural de trés proteinas — Fel d 1, FUT8 e C2GnT-L -, através
do refinamento de suas estruturas cristalogréficas, introduzindo informacéo

sacaridica.

Considerando o papel da glicosilacdo e dos sitios ligadores de Ca?* nos
processos alérgicos, o presente trabalho pretende estudar o principal alérgeno
do gato, a proteina Fel d 1, através dos seguintes objetivos especificos:

» Verificacdo do papel estrutural dos fons Ca?* nos sitios propostos
para Fel d 1 através de calculos semiempiricos e moleculares em
solugéo;

» Caracterizacdo da proteina Fel d 1 em solucdo na forma
glicosilada, em diferentes glicoformas (correspondentes as formas

minima e maxima de estruturas sacaridicas).

Além disso, considerando a superexpressdo das glicosiltransferases
FUT8 e C2GnT-L em diversos tipos tumorais, bem como a auséncia de estudos
estruturais e conformacionais destas moléculas em solucao, 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 tracados 0s seguintes objetivos especificos:

| 2 Caracterizacdo estrutural e conformacional da FUT8 livre em
solucéo e complexada ao seu substrato doador;

> Caracterizacdo da interacdo da FUT8 com sua glicana-alvo e com
uma proteina alvo (Integrina a5p1);

| 2 Caracterizacao da glicobiologia estrutura de C2GnT-L em solucéao,

livre e complexada a seus substratos doador e aceptor;
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Espera-se, a partir dos resultados alcangados, contribuir na compreensao
do funcionamento destas proteinas, possibilitando futuros estudos acerca de
seus papéis em enfermidades.
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3. METODOS

3.1 SISTEMAS ESTUDADOS
Neste trabalho foram submetidos a DM, sob solvente explicito, os
seguintes sistemas:

» Fel d 1 tetramérica, na auséncia e na presenca de ions Ca?*, em
trés campos de forca diferentes (Amber, Charmm e Gromos),
totalizando 6 sistemas, n=1 para cada um;

» Fel d 1 tetramérica na presenca de ions Ca?* contendo a forma
minima de glicosilagcéo, n=1;

» Fel d 1 tetramérica na presenca de fons Ca?* contendo a forma
maxima de glicosilacédo, n=1;

» Unidade cristalina da Fel d 1, constituida de dez tetrdmeros
adicionais a unidade tetramérica central, n=1,

» FUT8 ndo complexada sem a alca DKVGT (residuos 368-372,
desordenados no cristal) nhos campos de forca Gromos (n=2) e
Amber (n=2);

» FUT8 complexada ao substrato (UDP-B-L-glicose) sem a alca
DKVGT (n=3);

» FUT8 ndo complexada com a alga DKVGT (n=2);

» FUT8 complexada ao substrato (UDP-B-L-glicose) com a alca
DKVGT (n=2);

» FUT8 complexada a glicana alvo (DM) (n=2);

» C2GnT-L livre em solugéo (n=2, a partir de 2 estruturas cristalinas
diferentes);

» C2GnT-I complexada ao seu substrato aceptor (Gal-B-(1-3)-
GalNAc) (n=1);

» DM de C2GnT-L complexada ao seu substrato doador (UDP-
GIcNAc) (n=1).
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Adicionalmente, foi realizado calculo semiempirico para Fel d 1
tetramérica, néo glicosilada, com os quatro ions Ca?* encontrados na estrutura
cristalogréfica.

Foi também realizado o atracamento molecular da FUT8 a sua glicana

alvo, bem como o atracamento molecular da FUT8 a Intergina a5p1.

3.2 PROGRAMAS UTILIZADOS

Durante a realizacdo deste trabalho os seguintes programas foram

utilizados:

» Pacote de simulacbes GROMACS 4.5 para a DM (HESS ET AL.,
2008);

» Programa de célculo semiempirico MOPAC (STEWART, 2008);

» Programa de modelagem comparativa MODELLER (FISER ET AL.,
2000);

» Autodock 4.2 para atracamentos ligantes-proteina (MORRIS ET AL.,
2009);

» ClusPro 2.0 para atracamento proteina-proteina (COMEAU ET AL.,
2004);

» Programas de visualizacdo 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 simulagédo dos sistemas descritos no item 3.1 foi
baseado em procedimentos previamente descritos (por exemplo, por DE GROOT
E GRUBMULLER, 2001; SACHETT E VERLI, 2011; PoL-FACHIN E VERLI, 2012). Para
todas as proteinas foram realizados calculos de DM com o pacote GROMACS
4.5 (HEss ET AL., 2008) empregando o campo de forca GROMOS96 53a6
(OOSTENBRINK ET AL., 2004). Para Fel d 1 e FUTS livre foram também realizadas
simulagées com o campo de forca Amber99SB-ILDN (LINDORFF-LARSEN ET AL.,
2010). E, para Fel d 1, foram também realizadas simulagdes com o campo de
forca CHARMM27 (MACKERELLET AL., 2001).
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Os sistemas foram solvatados em caixas triclinicas, usando condi¢des
peridédicas de contorno e os modelos de agua recomendado para cada campo
de forca. Para o Gromos foi usado o modelo SPC, enquanto para o Amber e
Charmm o modelo Tip3P foi empregado. Contra-ions (Na* ou CI) foram
adicionados para neutralizacdo dos sistemas. O método Lincs (HESS ET AL.,
1997) foi aplicado na restricdo de ligacOes covalentes de forma a permitir um
passo de integracdo de 2 fs, enquanto as interacBes eletrostaticas foram
calculadas utilizando o método Particle-Mesh Ewald (DARDEN ET AL., 1993). A
temperatura e a pressao de cada sistema foram mantidas constantes através do
acoplamento das proteinas, ions e solvente a banhos externos de temperatura
e pressao, utilizando constantes de acoplamento de, respectivamente, 1=0,1 ps
e T=0,5 ps (BERENDSEN ET AL., 1984). A constante dielétrica do meio foi tratada
como € = 1.

As simulagdes por dinamica molecular geralmente iniciam com uma etapa
de equilibracdo. Nessa etapa ocorre o aquecimento gradativo do sistema,
visando uniformizar as energias contidas na estrutura analisada (seja
cristalografica, derivada de RMN ou obtida por modelagem comparativa) para
que sejam evitadas deformagcdes nas moléculas em estudo. Para equilibracéo,
apos 1 ps de DM sob restricdo de posicao (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, ha o aumento da temperatura em 50 K. A simulacdo teve
prosseguimento sem restricbes na temperatura de equilibrio de 300 K, por 500
ns, considerando um valor de referéncia de 3.5 A entre atomos pesados para
ligacdes de hidrogénio, e um angulo de corte de 30° entre doadores e aceptores
de hidrogénio (HESS ET AL., 2008).

Os sistemas com a proteina Fel d 1 foram simulados na auséncia e
presenca dos ions Ca?*, nos trés campos de forca mencionados, totalizando 6
sistemas. Ainda, foram simuladas duas glicoformas da proteina, uma delas
contendo em cada cadeia (no residuo Asn103) uma N-glicana completa [(-Asn-)
GIcNAcz2MansGIcNAcsGals (Fucl)-NeuAcs] e outra forma contendo em cada
cadeia uma glicana reduzida [(-Asn-) GIcNAc2MansGIcNAcsGalz], no campo de
forca Gromos96 53a6, formando entdo 8 sistemas que foram simulados por
100ns. A construcdo das estruturas sacaridicas foi feita utilizando o servidor

Glycosciences (www.glycosciences.de). As geometrias das ligagdes glicosidicas
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foram ajustadas para as conformacdes majoritarias em solucao de cada ligacéao,
obtidas em estudos anteriores por DM dos dissacarideos em agua (FERNANDES
ET AL., 2010; POL-FACHIN ET AL., 2012). Um 9° sistema, contendo uma
mimetizacdo do ambiente cristalino da Fel d 1 (adicionando 10 tetrameros),
gerado com a ferramenta Symexp do programa Pymol (DeLANO, 2002), foi

também simulado nos trés campos de forca mencionados por 25ns.

Para FUT8, nos sistemas com o substrato GDP-B-L-fucose foram
utilizados parametros de fosfatos e guanosina presentes no campo de forca
Gromos 53a6 (OOSTENBRINK ET AL., 2004), juntamente com parametros da fucose
previamente descritos pelo nosso grupo de pesquisa (POL-FACHIN ET AL., 2012).
A estrutura cristalografica disponivel para FUT8 apresenta a regido dos residuos
Asp368 a Thr372 desordenada, cujos autores da cristalografia acreditam ser
uma alca flexivel, ja que em muitas GTs alcas flexiveis sdo importantes para o
mecanismo catalitico (IHARA ET AL, 2007). Desta maneira, foram estudados
sistemas de FUTS8 livre em solugdo e complexada ao substrato na presenca e
auséncia desta alca, a fim de verificar a importancia da mesma. A algca DKVGT
foi modelada utilizando o programa MODELLER (FISER ET AL., 2000).

As simulagbes por DM de C2GnT-L utilizaram as mesmas condicoes
descritas para Fel d 1 e FUT8, mas neste caso foram realizadas apenas
simulagées com o campo de forca Gromos96 53a6. No banco de dados Protein
Data Bank (PDB) existiam duas estruturas disponiveis: PDB ID 2gak (C2GnT-L
“apo”) e PDB ID 2gam (C2GnT-L complexada ao substrato aceptor, Gal-p-(1-3)-
GalNAc). Foram estudadas ambas as estruturas, 2gak e 2gam (retirando-se o
substrato desta ultima), 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-GIcNAc), foi
realizado primeiramente a ancoragem molecular deste ligante ao receptor
(C2GnT-L), atraveés do programa Autodock 4.2 (MORRIS ET AL., 2009). Apos,

seguiu-se o protocolo de DM conforme os demais sistemas.



50

3.3.2 Célculo semiempirico de Fel d 1 com ions Ca?*

Para descrever a coordenacédo dos fons Ca?*, a proteina Fel d 1 foi
submetida a célculo semiempirico com o programa MOPAC (STEWART, 2008)
contendo os quatro ions Ca?* encontrados na estrutura cristalografica. O
protocolo empregou o método PM6 (STEWART, 2007) e a técnica MOZYME
(STEWART, 1996), que compreende 0S passos a seguir: otimizagdo dos atomos
de hidrogénio a um gradiente abaixo de 5 kJ/mol/A; otimizacdo global com
critério de gradiente de convergéncia de 10 kJ/mol/A e cutoff = 6; otimizag&o
global com critério de gradiente de convergéncia de 5 kJ/mol/A e cutoff = 9. Os
calculos foram realizados na auséncia de moléculas de aguas cristalogréficas,
como o modelo de solvatacdo continua COSMO (KLAMT E SCHUURMANN, 1993),
e com todas as moléculas de agua cristalografica a um raio de 5 A dos ions Ca?*.
Foram avaliadas as ordens de ligacado e as distancias para estimar os possiveis

sitios de coordenacdo Ca?*-amino&cido.

3.3.3 Atracamento de FUTS a glicana-alvo

A estrutura da glicana alvo da fucosilacdo foi construida no portal

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

16), e posteriormente ajustou-se as geometrias das ligacdes glicosidicas para as
conformacdes majoritarias em solucdo de cada ligacao, obtidas em estudos
anteriores por DM dos dissacarideos em agua (FERNANDES ET AL., 2010; PoL-
FACHIN ET AL., 2012). O atracamento molecular a glicana alvo da fucosilacéo foi
realizado no Autodock 4.2 (MORRIS ET AL., 2009). Neste processo, 0 receptor
(FUT8) foi mantido rigido e as ligacdes glicosidica do ligante (glicana) foram

mantidas flexiveis.
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Figura 16. Estrutura da glicana alvo da fucosilagéo, posteriormente submetida ao atracamento molecular.

3.3.4 Atracamento de FUTS a integrina a5p1

Para o atracamento molecular da FUT8 a Integrina o531 (PDB ID 3vi3) foi
utilizado o programa PIPER (KozAKovV ET AL., 2006), implementado no ClusPro
2.0 (COMEAU ET AL., 2004). Sabe-se que 50% das glicanas N-ligadas nesta
Integrina séo fucosiladas na primeira GIcNAc (“core” fucosilagdo) (LITYNSKA ET
AL., 2002; NAKAGAWA ET AL., 1996). Desta maneira, foram selecionados os sitios

de N-glicosilacdo, 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 sé&o

apresentados em 4 partes:

4.1 Artigo de divulgacéo cientifica: O Papel de Carboidratos na Funcéo
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 Caracterizacdo da glicobiologia estrutura de C2GnT-L (resultados

preliminares).
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4.1 Artigo de divulgacdo cientifica: O Papel de Carboidratos na Funcao

Proteica: o caso das PGHSs

O Papel de Carboidratos na Funcéo Proteica: o caso das PGHSs
Sachett LG, Verli H
Revista Virtual de Quimica, 2011, 3(4), 275-285.
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The Role of Carbohydrates on Protein Function: The Case of PGHSs

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

Keywords: glycoproteins; molecular dynamics; cyclooxygenase

Resumo

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

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

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

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

oligossacarideos (cadeias curtas de unidades
monossacaridicas) e polissacarideos (polimeros de
carboidratos de cadeias longas, geralmente com mais
de 20 unidades monossacaridicas).” As ligagdes entre
monossacarideos, chamadas ligagdes glicosidicas,
possuem duas possibilidades estereoquimicas, o.ou B,
(Figura 1) enquanto cada monossacarideo pode
adotar duas formas isoméricas possiveis, D ou L (para
maiores informagdes acerca de nomenclatura e
estereoquimica de carboidratos, consultar IUPAC?).
Ainda, os residuos sacaridicos podem apresentar
diversas modificagbes covalentes, como acetilagdo,
metilagdo e sulfatagdo, dentre outros.*

HO
OH
HO75 HO OH o
O~Foron SNy
g HO

Ho (C CHaOH

Q  a(1-4)
OH

p-(1-4)

Figura 1. Exemplos de ligagdes glicosidicas do tipo a-(1->4) e B-(1->4)
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Oligossacarideos podem ser encontrados ligados a
diversas classes de moléculas, como triterpenos,
flavonoides, lipideos e proteinas gerando, neste
ultimo caso, as denominadas glicoproteinas. Estas
biomoléculas sdo encontradas majoritariamente no
lado externo da membrana plasmatica, na matriz
extracelular e no sangue. No interior das células sdo
encontradas em organelas especificas, como no
complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, granulos
secretores e lisossomos.”® As glicoproteinas s3o
fundamentais para muitos processos bioldgicos,
incluindo resposta imune, crescimento celular, adesdo
entre células, degradagdo de coagulos sanguineos e
inflamago."*

w-D-Manp-(1-2)--D-Manp
1

Oligomanose

L
6
3
T

1

56
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As estruturas sacaridicas podem se ligar as
proteinas através do atomo de nitrogénio de residuos
de asparagina (N-glicosilagdo) e do atomo de oxigénio
de residuos de serina, treonina ou hidroxilisina (O-
glicosilagdo). Adicionalmente, foram descritas C-, P- e
S-glicosilagdes, embora ndo haja muitas informacgdes
sobre elas. A N-glicosilagdo apresenta um nucleo
pentassacaridico caracteristico e trés tipos principais:
oligomanose (apenas residuos de manose adicionais
ao nucleo), complexo (qualquer residuo exceto
manose adicionados ao nucleo) e hibrido (uma
mistura dos dois tipos anteriores) (Figura 2).

w-D-Manp
1

{
6

w-D-Manp-(122)«z-D-Manp  B-D-Manp-(1-+4)-B-D-GlcpNAc-(1-4)-{-D-GlcpNAc-(1-+N)-Asn
3

T
1

ct-0-Manp-(1-2)-a-D-Manp-(1-2)-c-0-Manp

«-D-NaupNAc-(2-6)--D-Galp-(1-4)-[}-0-GlcpNAC
1

L

5
-D-NeupNAc-(2-+8)-B-D-Galp—~1-4)-3-D-GlcpNAc-(1-4)-¢-D-Mang

2 1 a-L-Fucp
T 1
P :
«-D-NeupNAC-(2-5)-B-0-Galp-(1-+4)--0-GlepNAC 6 6
Complexo B-D-Manp-(1-4)-£-0-GlopNAc-(1-4)-B-D-GlopNAc-{1-+N)-Asn
«-D-NeupNAc-(2->3)-[-D-Galp-(1-24)-5-D-GlcpNAc 3
1
ot
" 4
o-D-Manp
2
N
1
a-D-NeupNAc-(2—-6)-p-D-Galp-(1-4)--D-GlepNAC
«-D-Menp
1
1
6
a-D-Manp
3 1
i
1
Hibrido a-D-Manp 8
[}-D-Manp-{1->4)-p-D-GlcpNAc-{1->4)-p-D-GlcpNAc-(1-> N)-Asn
w-D-NeupNAc-(2- 3)-p-D-Galp-(1-4)-R-D-GlcpNAc 3 4 5
1 T T T
1
1 1 w-L-Fucp
B-D-GlcpNAC

L
4
o-D-Manp
2
1

$-D-GlepNAc

Figura 2. Exemplos dos trés tipos principais de N-glicosilagdo. Em vermelho esta o nucleo pentassacaridico
comum a todas as N-glicanas
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O tipo de glicosilagdo pode depender tanto da
proteina envolvida quanto do tecido onde ocorre a
expressdo da glicoproteina. Contudo, ao contrario do
que ocorre na sintese de cadeias polipeptidicas, a
sintese de oligo e polissacarideos gera sequéncias de
tamanhos variados, levando ao surgimento de
populagbes de glicoformas para uma mesma
glicoproteina. Assim, uma glicoproteina deve ser
visualizada como uma colegdo de glicoformas.
Durante a adi¢do das diferentes cadeias sacaridicas a
uma determinada proteina, a glicosilagdo de um
residuo  de aminoacido pode influenciar o
processamento de outra glicosilagdo, principalmente
através da limitagdo espacial ao acesso de
glicotransferases.”’

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

Um exemplo de glicoproteina de grande
importancia terapéutica envolve as enzimas Ciclo-
oxigenases ou Prostaglandina Endoperdxido Sintases
(PGHSs), enzimas homodiméricas que atuam
sintetizando prostaglandinas a partir de 4cido
araquidonico. As prostaglandinas, por sua vez, atuam
como moléculas sinalizadoras em processos como
dor, febre, inchaco e inflamagdo. Existem duas
isoformas bem caracterizadas destas enzimas: a
PGHS-1, conhecida como isoforma constitutiva, e a
PGHS-2, isoforma majoritariamente induzida. Ambas
sdo N-glicosiladas e encontradas no limen do reticulo
endoplasmatico e no envelope nuclear, apresentando
atividades ciclo-oxigenase e peroxidase.* A partir da
cristalografia de raios X obtida para ambas
isoformas,**** pdde-se determinar as suas estruturas
tridimensionais, sendo que cada monémero é
composto por um dominio N-terminal do tipo fator de
crescimento epidermal (EGF), um dominio de ligagdo
a membrana (MBD, do inglés membrane binding
domain) e um dominio catalitico C-terminal. Ambas
PGHSs sdo N-glicosiladas nos residuos de asparagina
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Asn68, Asn144 e Asnd10.** As glicanas encontradas
nestes sitios sdo do tipo oligomanose®™® e fazem
parte do processo de controle de qualidade para o
correto enovelamento das enzimas.

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

Da mesma maneira, as estruturas obtidas por RMN
também tém dificuldades em descrever corretamente
carboidratos, ja que elas representam uma média dos
estados conformacionais existentes em solugdo, e a
alta flexibilidade das glicanas produz um conjunto
complexo de conformagdes, com a possibilidade de
coexistirem multiplos conférmeros simultaneamente
em solugdo.’”?? Como consequéncia, a média
conformacional assim obtida pode ndo carregar
consigo nenhuma ou pouca informagdo
biologicamente relevante. A espectrometria de
massas, por sua vez, é uma técnica capaz de
descrever a composigdo dos oligossacarideos
contornando parte destas limitaces,”> embora n3o
ofereca  informagGes sobre a  organizagdo
tridimensional dos compostos analisados.

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

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

2. Como obter modelos atomisticos para
glicoproteinas?

Em linhas gerais, é possivel inferir-se a estrutura
de uma glicoproteinas completa, mesmo na auséncia
de informagdes tridimensionais prévias para a parte
sacaridica, através do emprego de ferramentas
computacionais.33 Para tal, podemos seguir as
seguintes etapas principais: 1) obtengdo da estrutura
tridimensional da parte proteica; 2) obtencdo da
estrutura tridimensional da parte sacaridica; 3)
ligacdo das partes proteica e sacaridica e avaliagdo
das potenciais interferéncias muatuas  entre
carboidratos e aminoacidos (para auxilio no
entendimento das metodologias de modelagem
molecular empregadas, ver Sant’Anna, 2009%).

2.1. Estrutura proteica

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

2.2. Fragdo sacaridica

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

Este procedimento, embora independa de
informagdes experimentais prévias sobre a estrutura
tridimensional da parte sacaridica da glicoproteina,
depende do conhecimento da sequéncia de residuos
de carboidratos ligados a proteina. Para as estruturas
de glicosilagdo presentes na PGHS-1, dados de RMN
indicam a existéncia apenas de residuos de N-
acetilglicosamina (D-GlcpNAc) e manose (D-Manp)
(portanto, uma glicana do tipo oligomanose),
apresentando uma variagdo de 6 a 9 residuos de
manose em decorréncia da existéncia de multiplas
glicoformas.” Para as glicanas presentes na PGHS-2,
dados de espectrometria de massas sugerem a
existéncia de trés glicoformas distintas, todas do tipo
oligomanose, contendo de 6 a 10 residuos de
manose.’® Também existem dados para as glicanas
das PGHSs no banco de dados PDB, embora todos
estejam incompletos; a estrutura com maior nimero
de residuos de manose apresenta apenas trés
unidades deste carboidrato. A partir destas
informagdes, tornou-se possivel construir um modelo
para os trés sitios de glicosilagdo encontrados nas
PGHSs, em concordancia com os dados experimentais
atualmente disponiveis para estas glicoproteinas
(Figura 3A) (para detalhes adicionais ver Fernandes et
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al., 2010%).

Uma vez definida a estrutura sacaridica, torna-se
necessario identificar sua conformagdo em um
determinado meio, em geral aquoso quando
estudamos moléculas em meio bioldgico. Uma das
formas de obter tais informagdes é através dos
denominados mapas de contorno relaxados. Estes
mapas s3o0 analogos a mapas de Ramachandran®* e
descrevem minimos locais de energia para cada
angulo de diedro analisado. Assim, para defini¢do da

A. a-D-Manp-(1—-2)-a-D-Manp
1

Sachett, L. G.; Verli, H.

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

3
a-D-Manp-(1—2)-a-D-Manp-(1—6)-3-0-Manp-(1 —4)-3-D-GlcpNAc-(1—4)-B-D-GlcoNAc-(1—N)-Asn
3

1
1

a-D-Manp-(1—2)-a-D-Manp-(1—2)-a-0-Manp

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

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

¢= 05-C1-0X-CX
Y= C1-OX-CX-C(X - 1)
Para a ligagdo (1->6) o angulo o é definido como:

o =06-C6-C5-C4

6=05-C1-04-C4'
y=Cl-04-C4"'-C3'

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

AL

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

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

solugdo

Angulo (°

Dissacarideo Lol Y
[ Y @
D-GlcpNAc-(1->4)- 5-D-GIcNAcp -80+24 115 +16 -
[-D-Manp-(1->4)- f-D-GlcpNAc -160 £21 90+18 -
a-D-Manp-(1->3)-a-D-Manp 160+ 21 80+21 -

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

a-D-Manp-(1->2)- o~dD-Manp 80+ 25 -135+ 36 -

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

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

A partir da obtengdo de um modelo para a
estrutura completa de uma glicoproteina torna-se
possivel estudar o papel da parte sacaridica na
estrutura, dindmica e fungdo proteicas. Para proteinas
que s3o também receptores-alvo de farmacos, a
obtengdo de modelos mais precisos para a descrigdo
de suas propriedades pode ter impacto direto no
sucesso de esforgos para obtengdo de novos agentes
terapéuticos. Uma das estratégias mais amplamente
empregadas na literatura para obtengdo destas
informagbes, assim como para refinamento do
modelo obtido, é a dindmica molecular. Esta
metodologia permite a caracterizagdo da flexibilidade
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e comportamento conformacional de moléculas e,
particularmente no caso das glicoproteinas, o
entendimento do papel da parte sacaridica na
dindmica de sua parte proteica.

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

p-D-GlcpNAc-(1-4)--D-GlcpNAc
R 7

B-D-Manp-(1-24)--D-GlcpNAc
7 e O\

Sachett, L. G.; Verli, H.

ndo promover grandes mudangas conformacionais
nas ligagGes glicosidicas, isto é, ndo promovem novos
estados conformacionais, mas predominantemente
estabilizam estados j& encontrados em solugdo para
dissacarideos isolados.®

_ a-D-Manp-(1‘-»3)-[!‘-D-Manp
0 “ \ e :

\
\
w00 |\
|

[\
!
|
|
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54
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Figura 5. Mapas de contorno para cada uma das ligagdes glicosidicas contidas nas PGHSs. Cada mapa estd
sobrepostos as conformagdes populadas por cada ligagdo durante simulagdes de dinamica molecular, quando
na forma de dissacarideos livres em solugdo (azul) e quando inseridos no ambiente glicoproteico (vermelho)

Uma das formas pelas quais carboidratos podem
interferir na dindmica proteica se da através do
enrijecimento da cadeia polipeptidica. Este tipo de
alteragdo ja havia sido descrito em trabalhos prévios
no nosso grupo de pesquisa na proteina reguladora
do complemento humana CD59, no dominio de
adesdo da proteina CD2, na subunidade a da
gonadotrofina coridnica e também no dominio tipo
EGF no fator VIl de caagula(;z‘:o.24 Nas PGHSs, também
observamos um enrijecimento, na presenca de
glicosilagdo, no dominio EGF (Figura 6).
Adicionalmente, dados obtidos por outros grupos tém
demonstrado este tipo de efeito de enrijecimento do
esqueleto peptidico na presenca de glicanas,
principalmente pelo aumento no numero de
interagGes polares entre soluto e solvente através dos
residuos de carboidratos adicionados, restringindo
assim sua mobilidade.*

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

282

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

Figura 6. Dados de RMSF para as enzimas PGHS-1 e PGHS-2 glicosiladas e ndo glicosiladas. Este dado demonstra
a variagdo na flexibilidade de cada residuo durante o tempo de simulagdo. RegiGes em laranja ilustram as
maiores flexibilidades, enquanto regiGes em azul pertencem a areas mais rigidas

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

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

entre células. Como consequéncia, o conhecimento
da conformagdao de carboidratos  torna-se
fundamental para o entendimento da resposta
biolégica de interesse e sua posterior modulagdo
terapéutica ao oferecer informagdes sobre os
requisitos  estruturais para o reconhecimento
farmaco-receptor.
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CATALITICO

Figura 7. Sobreposi¢do dos passos de uma simulagdo de dindmica molecular (a cada 10 ns, num total de 50 ns
de simulagdo) da enzima PGHS-2, contendo estruturas do tipo oligomanose nos trés sitios de N-glicosilagdo,
demonstrando assim a alta flexibilidade desta porgdo sacaridica

4. Conclusoes

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

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

A andlise de estruturas oligossacaridicas por
dindmica molecular se apresenta, assim, como um
método apropriado para determinar as conformagdes
possiveis de um oligossacarideo, sendo capaz de
facilitar o planejamento de analogos de carboidratos
especificos, capazes de inibirem interagdes
carboidrato-proteina, e assim desenvolver novos
agentes terapéuticos para tratamento de doengas
humanas, como artrite reumatdide, doencas
priénicas, cancer e desordens congénitas de
glicosilacdo.

Agradecimentos

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnolégico, MCT e Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), MEC, Brasilia, DF, Brasil.

Referéncias Bibliograficas
2 Dwek, R. A. Chem. Rev. 1996, 96, 683. [CrossRef

[PubMed

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

63



Sachett, L. G.; Verli, H.

2 Varki, A.; Cummings, R. D.; Esko, J. D.; Freeze, H. H.;
Stanley, P.; Bertozzi, C. R.; Hart, G. W.; Etzler, M. E.;
Essentials of Glycobiology, 2a ed., Cold Spring Harbor:
New York, 2009.

3.UPAC-LUB. Commission on Biochemical
Nomenclature Pure Applied Chemistry 1996, 68, 1919.

4 Pilobello, K. T.; Mahal, L. K. Curr. Opin. Chem. Biol.
2007, 11, 300. [CrossRef] [PubMed]

5 Gahmberg, C. G.; Tolvanen, M. Trends Biochem. Sci.
1996, 8, 308. [PubMed]

& Ohtsuba, K.; Marth, J. D. Cell 2006, 126, 855.
[CrossRef] [Pubmed
7 Wormald, M. R.; Wooten, E. W.; Bazzo, R.; Edge, C.

J.; Feinstein, A.; Rademacher, T. W.; Dwek, R. A. Eur. J.
Biochem. 1991, 198, 131. [CrossRef] [PubMed

8preiler, R.; Hermjakob, H.; Sharon, N. Biochim.
Biophys. Acta 1999, 1473, 4. [PubMed]

9Varki, A. Glycobiology 1993, 3, 97. [CrossRef]
[PubMed

20 Sears, P.; Wong, C. -H. Cell. Mol. Life Sci. 1998, 54,
223. [CrossRef

1 DeWitt, D. L.; Rollins, T. E.; Day, J. S.; Gauger, J. A;;
Smith, W. L. J. Biol. Chem. 1881, 256, 10375.
[PubMed

2 picot, D.; Loll, P. J.; Garavito, R. M. Nature 1994,
367, 243. [CrossRef] [PubMed]

13 Kurumbail, R. G.; Stevens, A. M.; Gierse, J. K;
McDonald, J. J.; Stegeman, R. A,; Pak, J. Y.; Gildehaus,
D.; Miyashiro, J. M.; Penning, T. D.; Seibert, K.;
Isakson, P. C.; Stallings, W. C. Nature 1996, 384, 644.
[CrossRef] [PubMed

% Otto, J. C.; DeWitt, D. L.; Smith, W. L. J. Biol. Chem.
1993, 268, 18234. [PubMed]

13 Mutsaers, J. H. G. M.; van Halbeek, H.; Kamerling, J.
P.; Vliegenthart, J. F. G. Eur. J. Biochem. 1985, 147,

569. [CrossRef

A6 Nemeth, J. F.; Hochesang, G. P.; Marnett, L. J.;
Caprioli, R. M. Biochemistry 2001, 40, 3109. [CrossRef]
[PubMed

Y Woods, R. ). Glycoconjugate J. 1998, 15, 209.
[CrossRef] [PubMed

18 Lutteke, T., Frank, M.; von der Lieth, C. -W.
Carbohydr. Res. 2004, 339, 1015. [CrossRef] [PubMed

19 Crispin, M.; Stuart, D. I.; Jones, E. Y. Nat. Struct.
Mol. Biol. 2007, 14, 354. [CrossRef]

20 Berman, H. M.; Henric, K.; Nakamura, H.; Markley,
Rev. Virtual Quim. |Vol 3| |No. 4| |275-285|

LVq
J. Nat. Struct. Mol. Biol. 2007, 14, 354. [CrossRef]

2 McPherson, A. Crystallization of Biological
Macromolecules, Cold Spring Harbor: New York, 1999.

% Cumming, D. A.; Carver, J. P. Biochemistry 1987, 26,
6664. [CrossRef] [PubMed

e Wormald, M.; Petrescu, A. -J.; Pao, Y. -L.; Glythero,
A.; Elliot, T.; Dwek, R. A. Chem. Rev. 2002, 102, 371.

CrossRef] [PubMed]

2 Pol-Fachin, L.; Fernandes, C. L.; Verli, H. Carbohydr.
Res. 2009, 344, 491. [CrossRef] [PubMed

2 Pérez, S.; Mulloy, B. Curr. Opin. Struct. Biol. 2005,
15, 517. [CrossRef] [PubMed]

% Sant’Anna, Carlos M. R. Rev. Virtual Quim. 2009, 1,
49. [Link

2 Verli, H.; Guimardes, J. A. Strategies for the
determination of carbohydrates structure and
conformation., 1a. ed., Kerala: Transworld Research
Network, 2010.

28 pol-Fachin, L.; Verli, H. Mini-Rev. Org. Chem., 2011.
(No prelo)

% van Gunsteren, W. F.; Billeter, S. R.; Eising, A. A,;

Huenenberger, P. H.; Krueger, P.; Mark, A. E.; Scott,
W. R. P.; Tironi, |. G.; Simulation, Biomolecular. The
GROMOQOS96 Manual and User Guide, Vdf
Hochschulverlag: AG Zurich, Switzerland, 1996.

% van der Spoel, D.; Lindahl, E.; Hess, B.; Groenhof,
G.; Mark, A. E.; Berendsen, H. J. C. J. Comput. Chem.
2005, 26, 1701. [CrossRef] [PubMed]

31 Litteke, T.; Bohne-Lang, A.; Loss, A.; Goetz, T.;
Frank, M.; von der Lieth, C. -W. Glycobiology 2006, 16,
71R. [CrossRef] [PubMed]

32 Schuettelkopf, A. W.; van Aalten, D. M. F. Acta
Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 2004, 60, 1355.
CrossRef] [PubMed]

2 Fernandes, C. L.; Sachett, L. G.; Pol-Fachin, L.; Verli,
H. Carbohydr. Res. 2010, 345 663. [CrossRef
PubMed]

3 Ramachandran, G. N.; Ramakrishnan, C;
Sasisekharan, V. J. Mol. Biol. 1963, 7, 95. [CrossRef]
PubMed]

2 Perera, L.; Darden, T. A.; Pedersen, L. G. J. Comput.
Chem. 2002, 23, 35. [CrossRef] [PubMed]

285

64



65

4.2 Artigo: The calcium goes meow: effects of ions and glycosylation on Fel d 1,

the major cat allergen

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

Submetido a revista Plos One em 1 de janeiro de 2015. Aceito em 11 de
junho de 2015. Publicado em 2 de julho de 2015.



{©PLOS | one

CrossMark

chick for updates

a OPEN ACCESS

Citation: Ligabue-Braun R, Sachett LG, Pol-Fachin
L, Verli H (2015) The Calcium Goes Meow: Effects of
lons and Glycosylation on Feld 1, the Major Cat
Allergen. PLoS ONE 10(7): e0132311. doi:10.1371/
journal.pone. 0132311

Editor: Yaakov Koby Levy, Weizmann Institule of
Science, ISRAEL

Received: January 1, 2015
Accepted: June 11, 2015
Published: July 2, 2015

Copyright: © 2015 Ligabue-Braun et al. This is an
open access article distributed under the terms of the
Crealive Commens Atiribution License, which permits
unrestricled use, distribution, and reproduction in any
medium, provided the original author and source are
credited.

Data Availability Statement: All relevant dala are
within the paper and its Supporting Information files.
Large simulation Irajeclories are available upon
request.

Funding: This work was supported by CNPg
(Conselhe Nacional de Desenvalvimento Cientifico e
Tecnolégico), CAPES (Coordenadoria de
Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior),
FAPERGS (Fundagdo de Amparo aPesquisa do
Eslado do Rio Grande do Sul), and FACEPE
(Fundagio de Amparo 4 Ciéncia e Tecnologia do
Eslado de Pernambuca, grant number APQ-0398-
1.06/13).

66

The Calcium Goes Meow: Effects of Ions and
Glycosylation on Fel d 1, the Major Cat
Allergen

Rodrigo Ligabue-Braun'®, Liana Guimaries Sachett’®, Laércio Pol-Fachin?, Hugo Verli'*

1 Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brazil,
2 Departamento de Quimica Fundamental, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE, Brazil

@ These authors contributed equally to this work.
* hverli@cbiot.ufrgs.br

Abstract

The major cat allergen, Fel d 1, is a structurally complex protein with two N-glycosylation
sites that may be filled by different glycoforms. In addition, the protein contains three puta-
tive Ca®" binding sites. Since the impact of these Fel d 1 structure modifications on the
protein dynamics, physiology and pathology are not well established, the present work
employed computational biology techniques to tackle these issues. While conformational
effects brought upon by glycosylation were identified, potentially involved in cavity volume
regulation, our results indicate that only the central Ca®*ion remains coordinated to Fel d 1
in biological solutions, impairing its proposed role in modulating phospholipase A, activity.
As these results increase our understanding of Fel d 1 structural biology, they may offer
new support for understanding its physiological role and impact into cat-promoted allergy.

Introduction

Allergic diseases, especially those involving responses mediated by immunoglobulin E (IgE),
are increasing in prevalence and becoming major public health issues [1-3]. This increase has
been associated with a Westernized life style and urbanization, suggesting that pets could con-
tribute to this scenario as sources of indoor allergens [1, 4]. The most implicated pets in allergic
diseases are cats (Felis domesticus), which are present in up to 50% of homes [5]. The sensitiza-
tion prevalence in adults is in the range of 10-15%, with symptoms varying from rhinocon-
junctivitis to potentially life-threatening asthmatic exacerbations [6].

Among the few components of cat dander that can elicit IgE response, the Fel d 1 protein is
considered the most potent [6]. Fel d 1, the major cat allergen, is a dimer of all-helical heterodi-
mers, included in the secretoglobin family [7, 8]. Each dimer in the native heterotetramer is N-
glycosylated [9], and crystallographic analyses of recombinant Fel d 1 revealed that each dimer
has a cavity, possibly involved in the transport of an unknown molecule [7, 8]. For crystalliza-
tion, a fused version of the protein was produced, in which chains 1 and 2 are linked, making
the original tetramer (or dimer of dimers), a simple dimer of the fused protein [8] (Fig 1).

PLOS ONE | DOI:10.1371/joumnal.pone.0132311

July 2,2015 1/19



B PLOS | one

Effects of Calcium and Glycosylation on the Major Cat Allergen

Competing Interests: The authors have declared
that no competing interests exist.

The crystallographic study of this recombinant Fel d 1 tetramer also revealed three putative
calcium-binding sites, one at the tetramerization interface and one on the lateral of each dimer
[8]. The lateral binding sites involve O atoms from Asp46 and Met49 (main chain) and three
water molecules within coordination distance from the Ca?*, while the binding site at the inter-
face comprises OD1 atoms from Asn89 (from both chains A and B) and Asp130 (chain B), a
carbonyl from Ile125 (chain A) and three water molecules [8] (Fig 1). The non-interfacial bind-
ing sites are proposed to act on allergic responses by modulating phospholipase A, activity via
calcium sequestration, a property related to uteroglobins [8, 10]. The interaction of Fel d 1 and
calcium is however subject of debate, since for uteroglobin (a member of the secretogolobin
protein family) some authors identified calcium binding, while others identified the opposite
[10-13].

The importance of Tel d 1 glycosylation in protein structure and immune response has also

been somewhat controversial. While some studies show that ditferent glycosylation patterns do
not affect IgE production in vitro |9, 14, 15], a most recent study demonstrated that the man-
nose receptor has an essential role in internalizing Tel d 1. Mannose receptor cysteine rich
domain recognizes the carbohydrates in Fel d 1 and in vivo assays showed that knockout mice
for mannose receptor produced lower levels of immunoglobulins E and G [16].

Fig1. Feld1 Cca* binding sites. (A) Fel d 1 crystallographic structure highlighting the location of calcium ions: (B) Lateral Ca®* binding site A; (C) Interfacial
Ca?* binding site; (D) Lateral Ca2* binding site B. Proposed coordination interactions based on the crystallographic structure are shown as dashed lines.
Calcium ions are shown as orange spheres, water molecules are shown as cyan spheres, Chain A is shown in yellow, Chain B is shown in blue. (the
orientation of the boxes is different from the one in {A) for clarity).

doi:10.1371:journal.pone.0132311.9001
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Fig 2. Fel d 1 glycosylation structures. (A) Full (largest) glycosylation structure of Fel d 1, shaded boxes indicate saccharides that are absent in the
minimal (smallest) glycosylation structure. (B) Fel d 1 structure with full glycan chains attached. Calcium ions are shown as orange spheres, Chain A is
shown in yellow, Chain B is shown in blue.

doi:10.1371/journal.pone.0132311.002

The glycosylation pattern of I'el d 1 has been determined by mass spectrometry, revealing a
series of possible glycoforms bound to the protein [14]. As observed for other glycosylated pro-
teins, there is a minimal structure to which different oligosaccharides may be added, leading to
variation in the glycan moiety, which is limited to the largest glycosylation tree identified. For
the present work we employed the extremes of the glycosylation structure, analyzing the largest
(or “full glycosylation”) and the smallest (“minimal glycosylation”) structures found by mass
spectrometry [14] (Fig 2). Intermediate glycostructures have different numbers of galactose,
mannose, and sialic acid residues.

Despite the extensive studies on Fel d 1-induced allergy in humans (as reviewed by [6, 17]),
very little information is available regarding its interactions with calcium ions or the effect of
glycosylation. Considering that these properties may be important not only for allergy studies
but also for understanding the physiological role of this protein in felines, the present work
employed computational biology techniques to tackle these issues. Effects brought upon by

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0132311  July 2, 2015 3/19
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glycosylation were identified, while the lateral calcium binding sites proposed by crystallogra-
phy were not confirmed.

Results
Outline

In this work we performed molecular dynamics (MD) simulations of Fel d 1 using different
force fields to evaluate a putative role of parameter differences in describing Ca** behavior in
the protein environment. These molecular mechanics studies were complemented with semi-
empirical calculations of the Ca®* interaction with Fel d 1, providing electronic information
regarding these ions. In a separate analysis, we inspected the role of two different glycosylation
structures on the protein structure and dynamics. These glycoforms are the largest (full
glycosylation) and smallest (minimal glycosylation) found on Fel d 1. Protein cavities and
ligand-binding possibilities were also studied. The simulated systems and calculations are sche-
matically listed below. Please refer to the Material and Methods section at the end of the article
for version information, simulation details, and further references.

By MD we simulated the Fel d 1 dimer of fused dimers under three force fields (AMBER,
CHARMM, GROMOS) for 200 ns, in order to guarantee that the Ca®* orientation within Fel d
1 was not due to an specific set of parameters, as well as a simplified structural mockup of the
crystallographic environment of Fel d 1 for 25 ns (GROMOS force field) in order to trace
potential crystallographic contacts able to lock the Ca* in position. The role of glycan chains
in Fel d 1 dynamics was evaluated through 200 ns simulations using GROMOS force field for
two glycosylated systems (Fel d 1 in the largest and smallest glycoforms). After evaluation on
the putative Ca?* position dependence on force field parameters, the simulation of the glyco-
proteins employed GROMOS due to its robust set of parameters for glycoprotein simulations
[18, 19], as well as to the lower computational cost associated to united atom force fields in
comparison to all atom parameters. All MD simulations were carried out with the GROMACS
simulation package. To include direct information on the ions degree of coordination, semi-
empirical calculations of the Ca®* binding sites were performed with MOPAC under three sce-
narios: with implicit solvent, without implicit solvent, and with the inclusion of crystallo-
graphic waters.

Implementation and validation of GROMOS 53A6glyc sialic acid
parameter

In order to enable Fel d 1 glycoforms to be studied by MD simulations, and considering that
parameters for neuraminic (sialic) acid residues were absent in the original GROMOS
53A6glyc implementation, we have constructed a topology for such monosaccharide in the
current work (51 Table). It was built based on ring and hydroxyl parameters for aldohexopyra-
noses [18] under GROMOS 53A6glyc, as well as N-acetyl and carboxilate parameters previ-
ously employed in GROMOS 45A4/53A6glyc force fields [19, 20]. Before employing such
parameters for fully glycosylated Fel d 1 MD simulations, we have validated such topology by
evaluating isolated sialic acid conformational ring pucker properties, as performed for other
monosaccharides [18]. Thus, while metadynamics calculations indicated (5 as the preferential
ring pucker conformation for sialic acid, unbiased 1000 ns MD simulations confirmed such
behavior, in accordance with previous observations (S1 Fig).

PLOS ONE | DOI:10.1371/joumal.pone.0132311  July 2, 2015 4/19
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Table 1. Distances and bond orders measured by semi-empirical calculation.

Lateral Ca** (A)

Asp46A
MetdgA
Thr50A

Glu51A

H:O
Central Ca®*

Asn89A
lle125A
Asn89B
lle125B

Asp130B

Hz0

Lateral Ca®* (B)

Asp46B

Alad7B
Met49B
Thr50B

Glus1B

H:0

0 atom
Side chain
Main chain
Main chain
Side chain
Side chain
Side chain
Main chain
Water 1
Water 2
Water 3

0O atom
Side chain
Main chain
Side chain
Main chain
Side chain
Side chain
Water 7
Water 8

0 atom
Side chain
Main chain
Main chain
Main chain
Main chain
Side chain
Side chain
Water 4
Water 5
Water 6

With implicit solvent

Distance (A) Bond order
22 0.234
2.3 0.291
2.3 0.230
NA NA
NA NA
NA NA
With implicit solvent
Distance (A) Bond order
2.2 0.255
2.3 0.1877
2.3 0.195"
2.3 0.248
2.3 0.257
NA NA
NA NA
With implicit solvent
Distance (A) Bond order
2.3 0.223
2.3 0.211
2.3 0.264
23 0.250
NA NA
NA NA
NA NA

Without implicit solvent

Distance (A) Bond order

22 0.274

24 0.102!

23 0.313

2.3 0.268

NA NA

NA NA

NA NA
Without implicit solvent

Distance (A) Bond order

23 0.238

2.5% 0.086"

23 0.219

23 o.182"

23 0.268

23 0.268

NA NA

NA NA

Without implicit solvent

Distance (A) Bond order

23 0.192"

23 0.238

24 0.148"

2.5% 0.102!

23 0.237

2.3 0.296

NA NA

NA NA

NA NA

With crystallographic waters

Distance (A) Bond order
2.4 0.094'

2.3 0.279

2.3 0.243

2.4 0.222

2.4 0.207

2.4 0.178"

With crystallographic waters
Distance (A) Bond order
2.3 0.208
2.3 0.227
2.3 0.278
2.3 0.227
24 0.197"

25% 0.122"
With crystallographic waters
Distance (A) Bond order
2.2 0.226

23 0.1571

2.3 0.250

2.3 0.301

2.3 0.261

TBond orders of less than 0.2 are indicative of “no bond” [21]

*Distances greater than reference distances for calcium coordination in proteins (2.35 A-2.45 A) [22].

doi:10.1371/journal.pone.0132311.1001

Analyzes of putative calcium binding sites

The three calcium binding sites proposed for Fel d 1 (Fig 1) were analyzed by semi-empirical
calculations and molecular dynamics (MD) simulations. Three conditions were calculated semi
empirically: with implicit solvent, without implicit solvent, and including crystallographic
waters. The distance and bond orders obtained from these calculations (Table 1) indicate that
the central Ca®" is stable even if a little dislocated in its position, while the lateral ions are not
bound and move from their proposed locations. MD simulations carried out in three force
fields (AMBER, CHARMM, GROMOS) indicate the same dislodgment of the lateral Ca®* jons
(Table 2 and 52 Fig). To inspect if crystal packing effects would stabilize these ions, the

PLOS ONE | DOI:10.1371/joumal.pone.0132311  July 2, 2015
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Table 2. Average distances measured for molecular dynamics simulations under different force fields (A).

* AMBER CHARMM GROMOS Crystal Expected*
AspaBA 37.0£1.0 11.1£1.5 3374133 13.5£14.8 2.4
Lateral Ca?*(A) g
MetdSA 36.88.9 10.0£1.3 37.3x137 14.2:15.4 23
Asn89A 2.7:0.1 2.320.1 2.5+0.3 2.420.1 2.4
2 lle125A 2.7:01 4.320.7 7.2£0.8 4.2:1.0 22
Central Ca
Asn89B 2.7£0.3 5.3£1.0 4.9+0.6 4.2:0.8 27
Asp130B 2.6£0.1 2.3£0.3 2.7£0.2 5.210.2 22
2 Asp46B 4.1£0.9 16.1£1.8 27.3111.2 7.614.5 2.4
Lateral Ca**(B)
Met49B 5.320.6 13.2+2.1 27.011.0 6.7£3.7 23

*residues making contact with calcium ions and their expected distances were taken from PDB ID 2EJN [8].

doi:10.1371/journal.pone.0132311.1002

neighboring asymmetric units from the crystallographic Fel d 1 were regenerated and simu-
lated (Fig 3). There was no stabilization detected in this condition as well (Table 2).

Calcium effects on protein conformation

Considering that the stable binding of the central Ca** could be related to stabilization of the
protein dimer, the interaction energy of the complex was also measured for the performed MD
simulations (Table 3 and S3 Fig). There was a slight decrease in interaction energy (more
favored interaction) in the calcium-free conditions when compared to calcium-bound
conditions.

The MD simulated systems were generally stable (Fig 4) and had no difference regarding
their stability with or without Ca’* for simulations under AMBER and CHARMM force fields.
In the simulations performed under GROMOS force field, however, there was a slight differ-
ence between metal-bound and metal free conditions combined with noticeable difference in
stability in comparison with the other force fields. (Iig 4). Regarding local flexibility, we
observed little differences between calcium-free and calcium-bound system (Fig 5).

Glycosylation effects

The minimally and fully glycosylated systems behaved differently. While the fully glycosylated
protein had a conformational behavior equivalent to the unglycosylated forms in the same
force field (GROMOS), the protein with minimal glycosylation had a greater divergence in
terms of conformation (Fig 6).

Moreover, glycosylation seemed to increase flexibility around residue 75, in a loop region of
chain A (but not on the equivalent region of chain B) (Fig 6). The minimal saccharide structure
also caused an increase in flexibility in the N-terminus region of both chains. The secondary
structure content was similar in all simulations, with a noted decrease in helical content for the
systems with ne Ca>* and with the minimally glycosylated protein (54 I'ig). This decrease was
associated with partial unfolding of helices I and II (first and second helices from the N-termi-
nus), reflected in the increased flexibility observed in RMSF analyses (Iig 6). The analysis of
secondary structure along the simulated time also indicates structural stability for (at least) the
last 20 ns of all simulation with the GROMOS force field. It is interesting to note that the full
glycosylation seemed to stabilize the Chain B structure, as revealed by RMSD analyses of each
of the protein segments (half-monomers in the fused protein) (S5 Fig). This protein-segment
analysis also confirmed the early stabilization of all chains in the Ca®* system.
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Fig 3. Feld 1inits cry

molecules. Calcium ions are shown as orange spheres.

Red depicts the central protein, while the white-to-blue gradient indicates surrounding protein

doi:10.1371/ournalpone.0132311.g003

Table 3. ion energies ed b Feld1 during y ics simu-
lations under different force fields (kJ/mol).

AMBER CHARMM GROMOS
With Ca?* ions -718.07+65.49 -599.44+69.71 -570.57+67.84
Without Ca?*ions -728.87+69.52 -772.41+67.47 -617.71187.07

doi:10.1371/journal.pone.0132311.1003
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measured for the simulations with minimal {blue) and full glycosylations (green).

doi:10.1371/journal.pane.0132311.g006

Cavity assessment and ligand dockings

The two cavities detected in Fel d 1, which had different volumes in the crystallographic struc-
ture [8] were measured for all systems simulated with GROMOS force field. Their volume
seems to oscillate periodically along the simulated time (S6 Fig). This is especially clear by ana-
lyzing the three main structural clusters found in each simulation (Table 4). The cavities
detected in these clusters confirm clearly different cavity sizes for each Fel d I chain.

We studied Fel d 1 cavity binding capacity using molecular docking, revealing that cavities
of both Fel d 1 chains (A and B) are able to interact with the ligands PCB (an steroid analog),
progesterone and testosterone (Fig 7). In chain A, residues Vall0, Leu61 and Phe84 presented
hydrophobic interactions with all three ligands, and Asp130 was responsible for one hydrogen
bond. In chain B, for all ligands, residues Phel3 and Phe84 were the ones making the hydro-
phobic contacts and Tyr21 was the residue responsible for one hydrogen bond.

Dynamical network and motion analyzes

Inspecting internal motion correlations for the simulated Fel d 1 systems with GROMOS force
field, we were able to detect two major trends. Tirst, there is conservation of residues acting as

Table 4. Cavity volume measured for the three main structural elusters from MD simulations under different conditions.

Volume (A3)
Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
hain A 4357 41 4174
With Ga2' C arn 35 33
Chain B 5145 4004 3783
Chain A 4397 4590 3208
Without Ca®' i
Ghain B 4035 4383 4454
" Chain A 3133 3537 3634
Glycosylated (minimal) )
Chain B 2907 4367 4217
Chain A 3462 4032 3344
Glycosylated {full) 0
GChain B 4607 4031 3549

doi:10.1371/journal.pone.0132311.1004

PLOS ONE | DOI:10.1371/joumnal.pone.0132311  July 2, 2015 9/18



75

e ®
@ : PLOS ’ ONE Effects of Calcium and Glycosylation on the Major Cat Allergen

Fig 7. Docking of different ligands to Fel d 1. (A) Docking results overview, highlighting residues involved
in binding interactions; Cut-through views of (B) chain A and (C) chain B, highlighting differences in cavity
sizes. Cut-through views are rotated in respect to (A) for clarity; chain A shown in yellow and chain B shown in
blue, testosterone shown in yellow, progesterone shown in cyan, PCB shown in green.

doi:10.1371{journal.pone.0132311.9007

critical nodes for motion transmission between chains A and B at the interaction interface,
regardless of the presence of calcium or glycosylation (52 Table). Second, there seems to be a
hinge-like motion transfer between each original chain (i.e. each half of Fel d I crystallographic
monomer) in the simulated systems (Fig 8). The observed critical nodes, also conserved, seem
to act as unconventional hinges, and an oscillatory motion between these ‘flaps’ can be
observed, especially for Chain A (57 Fig), although the characteristic disulfide bridges of Fel d 1
may restrict this oscillation.

The motions of each protein chain in respect to each other and within each chain (Fig 9)
reveal no clear pattern. The calcium-free system has diffuse motions, whereas the other systems

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0132311  July 2, 2015 10/19
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Fig 8. Overview of essential node pairs for motion inFeld1 ‘Hinge' pairs in each chain are colored yellow for Chain A and
blue for Chain B, while interface pairs are colored red. A connection between interface and intrachain motions (detected in the system simulated with Ca®*
and no glycosylation) is shown in green. Galcium ions shown in orange.

doi:10.1371journal.pone.0132311.9008

seem to have more directed movements. This is especially highlighted in the glycosylated sys-
tems, in which the chains of Fel d 1 (monomers in the fused protein) seem to move in the
opposite direction of each other. Helices [ and II show pronounced mobility (in chain A).

Discussion

Considering the debate on whether Ca®* binds to Fel d 1 or not, for this work we employed dif-
ferent calculation approaches to inspect such interactions. Our results indicate that the central
ion is bound to the protein, while the lateral ions are free. This may hinder the proposed action
of Fel d 1 in allergy through modulation of phospholipase A, activity via calcium sequestration
[8, 10]. This property was proposed taking uteroglobin as a model, but even for this protein
there is controversy regarding the putative binding of the jon [11-13].

Supporting the concept that Ca** is not bound to the lateral sites of Fel d 1 is the physiologi-
cal concentration of calcium in cats. Among the synthesis sites of Fel d 1 (which include peria-
nal, sebaceous, and salivary glands), the calcium concentration in submandibular salivary
glands (20 mmol/kg) is considered high for soft tissues in mammals (twice as much as normal
human lung tissue) [23, 24], but the calcium concentration in the crystallization medium was
25-fold greater than that [8]. This would lead to unspecific binding of Ca®*, and a fourth ion in
the final crystallized structure is considered one of these cases [8].

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0132311  July 2, 2015 11/19



77

e ®
@ : PLOS ’ ONE Effects of Calcium and Glycosylation on the Major Cat Allergen

Fig 9. Overview of conformational changes observed for the different GROMOS simulated systems. The initial structures are shown as transparent,
with arrows pointing the major motions observed between the initial and final stages of the MD simulations. (A) Calcium-free system; (B) Calcium-bound
system; (C) Minimally glycosylated system; (D) Fully glycosylated system. Chain A shown in yellow and chain B shown in blue.

doi:10.1374/journal.pone.0132311.g009

To avoid possible parameter bias in simulating this protein-metal complex, we used three
different force fields. There were differences in overall flexibility observed between all-atom
force fields (AMBER and CHARMM) and united-atoms force field (GROMOS) in this work.
These ditferences, which may be striking at first, are probably due to faster convergence and
enhanced conformational sampling in the united-atoms force field [25]. The alternative expla-
nation to GROMOS apparently not reaching convergence is that AMBER and CHARMM sim-
ulations remain stuck in energetic wells in a more rugged energy surface than in GROMOS
simulations. However, the concept of convergence involves evaluating if what has been mea-
sured is enough to discard the occurrence of anything important which remains unmeasured
[26]. There is no guarantee that a stable system (based on the generally used measures, such as
RMSD) will remain stable if simulated for some extra nanoseconds. Besides that, convergence
varies with every property analyzed and they do not correlate to each other [27]. It has been
shown that evaluating convergence is a subjective matter, and that the evaluation of structural
features such as RMSD for this purpose is very unreliable [28]. In the context of our work, they
show that different levels of detail in the force field parametrization have no difference in
describing the Ca®* behavior, allowing us to compare the GROMOS results obtained for the
calcium ion studies with the glycosylation studies with the same force-field, for which there is a
wealth of saccharide parameters [18,19]. Besides the combination of different simulations,
including the crystal environment, the semi-empirical calculations improved the evaluation of
such important aspect of Tel d 1 structural biology by exploring the electronic component of

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0132311  July 2, 2015 12/19
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Ca®" ions coordination in this complex. It is possible that Ca2+ ions can bind to different, new
sites on Fel d 1, based on the behavior of the GROMOS simulations. This observation rein-
forces that, apart from the central ion binding site, the lateral binding sites are not stable and
are not supported by different inspections.

Another highlighted feature of the major cat allergen is its saccharide content. The active
form of Fel d 1 has two N-glycosylation sites (Fig 2), and the attached glycan chains are highly
variable [14]. For this work we inspected the largest and the smallest carbohydrate chains
observed linked to the protein. Different effects were observed in each case. While the confor-
mational behavior of the fully glycosylated protein did not differ from its unglycosylated coun-
terpart in general, the minimally glycosylated protein behaved differently. There was an
increase in flexibility, due to partial unfolding of two helices of one of the Fel subunits. The
fully glycosylated protein, however, presented a reduction in its cavity size, also for one of its
subunits. This difference could be due to sampling limitations in our simulations, but an exten-
sion of differences between subunits detected in the crystallographic structure [8] are not
discarded.

A previous study of circular dichroism on Fel d 1observed decrease in its helical content due
to removal of glycan portions [9]. In our work, we were able to pinpoint the helices that are
more likely to unfold, corresponding to this previous observation. The reduction in cavity vol-
ume observed for one subunit of the fully glycosylated protein may hint to Fel d 1glycans acting
on molecular transport modulation. It has been shown previously that selective saccharide
removal from glycans in human plasmatic transport proteins caused cavity alterations, affect-
ing its binding do hormones and drugs [29].

The putative content of Fel d 1 cavities has not been identified yet [8]. A similar protein,
found in the slow loris (Nycticebus coucang, a prosimian), is capable of causing anaphylactic
shock in humans [30]. These animals are thought to use these proteins defensively, but mainly
as a communication tool. Different hydrophobic compounds were identified in association
with this molecule, and it is proposed that the protein structure would act as a box, containing
and delivering chemical messages [31]. It has been observed that cat females secrete less Fel d 1
than males, and that males that are handling-avoidant (less frightened and more aggressive)
have greater release of the allergen than handling-friendly males [32]. This may be an indica-
tion of Fel d 1 acting in information transmission in cats.

Considering the synthesis of the protein in perianal glands and its spreading by grooming
involving saliva, it is tempting to propose that steroid-like molecules from the perianal glands
may be entrapped in Fel d 1 by changes in pH (or other feature) brought about by interaction
with saliva. Based on the crystal structure of uteroglobin bound to an steroid analog [33], we
performed dockings and confirmed that the Fel d 1 cavities observed in simulation would
accommodate progesterone (312 A%, testosterone (399 A”), and the steroid analog, PCB
(335.6 A%). A communication role has been proposed for the loris brachial gland protein, (a Fel
d 1 fold analog) [27], and has also been proposed for Fel d 1 in the 1990s [34].

Fel d 1 is a dimer of heterodimers in its native form, and was expressed as a dimer of
fused monomers for crystallization [8]. For this reason, each monomer in the crystal (originally
a dimer of chains o and B) is called a chain (A and B). Despite being a homodimer, the
interacting interface of the oligomer is not symmetric. Asymmetry is important for the proper
recognition of each monomer (o and p dimer) in terms of immunological response [15]. The
relevance of asymmetry for the biological action of the Fel d 1 dimer (or dimer of dimers in its
native form) has not been investigated so far, but our results point to differential effects of gly-
cosylation and cavity behavior in each of the asymmetrically positioned Fel d 1 subunits.

In summary, in this work we were able to apply theoretical chemical tools in the study of Fel
d 1 molecular behavior and its interaction with calcium ions and glycosylation. Our results not
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only corroborate previous observations, but also widen the breadth of action of the major cat
allergen. We hope to have highlighted some advantages of the computational structure biology
applied to the study of Fel d 1. Future investigations, focused on the influence of variable glyco-
sylation structures on the protein, site-directed mutagenesis of metal-binding and motion-
transmitting residues, and especially those focused on the functions carried out by Fel d 1 in
feline physiology, may benefit from the observations presented here. For instance, the calcium-
binding properties of the protein are less prominent than previously proposed, reducing the
ion structural role. The protein binding cavity is compatible with previously proposed ligands,
providing structural basis for these proposals. The impact of glycosylation on Fel d 1 seems
limited, also reducing its importance for cavity volume control. The models presented here
provide structural and rational basis to guide future studies with ligand binding and site-
directed mutagenesis. We hope this kind of work may highlight the need for cooperation
between laboratory experimentalists and computer modelers with the joint aim of studying
structural biology in atomistic scale in both time and space dimensions.

Materials and Methods
Simulated systems

We retrieved the structure for the tetrameric form of Fel d 1 from the RCSB Protein Data Bank
under PDB ID 2EJN (8], and used it to prepare nine Fel d 1 systems for MD simulations under
different force fields and conditions. The crystal-derived Fel d 1 was simulated with and with-
out crystallographic Ca® ions employing three force fields (AMBERS9SB-ILDN [35],
CHARMM27 [36], and GROMOS53a6 [20]). Two glycosylated forms of the protein were also
simulated, as derived from MALDI-MS analyses of the native Fel d 1, basically corresponding
to a desialylated (minimal or smallest) and a sialylated (full or largest) oligosaccharide struc-
tures [14]. We also regenerated the crystalline environment surrounding the tetrameric protein
using symmetry tools from PyMol (Schrédinger, LLC) and symmetry group information from
the Fel d I crystal. This procedure added ten other tetramers to this ninth simulated system.

Glycoprotein construction

Each dimer of Fel d 1 has one N-glycosylation site, at Asn103 [8], in a total of two sites for the
biological tetramer [14]. We used the full length [(-Asn-) GleNAc,Man;GleNAc;Gal; (Fuc,)-
NeuAcs;] and truncated [(-Asn-) GleNAc;Man;GleNAcyGal,) forms of the glycosidic chains
(named ‘full’ and ‘minimal’ for reference) previously identified [14] to build the glycosylated
proteins. This construction was made via Glycosciences.de modelling tools [37, 38]. The glyco-
sidic linkages composing such glycans had their geometries adjusted to each of their relative
abundance as isolated disaccharides in water, thus determined as their main conformational
states [39, 40]. Such procedure was successfully applied in previous glycoprotein studies [41,
42]. The oligosaccharide topologies were described under GROMOS 53A6glyc parameters set
[18, 19] and the protein moieties under the standard GROMOS96 53A6 force field.

Molecular dynamics studies

We submitted the Fel d 1 systems to MD simulations with the GROMACS 4.5 suite [42] for
200 ns each, with the exception of crystal-environment mimic, which we simulated for 25 ns.
The systems were solvated in rectangular boxes using periodic boundary conditions, and sub-
jected to different force fields and water models: GROMOS96 53a6 force field [20] with SPC
water models [43], CHARMM?27 [32] with TIP3P [44], and AMBER99SB-ILDN [31] also with
TIP3P. The Lincs method [45] was applied to constrain covalent bond lengths, allowing an
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integration step of 2 fs after an initial energy minimization using Steepest Descents algorithm.
Electrostatic interactions were calculated with Particle Mesh Ewald method [46], in which
short-range interactions cutoff values were set to 0.9 nm. Temperature and pressure were kept
constant by coupling proteins, ions, and solvent to external temperature and pressure baths
with coupling constants of T = 0.1 and 0.5 ps (Berendsen barostat, velocity rescaling thermostat
[47, 48], respectively). The dielectric constant was treated as £ = 1, and the reference tempera-
ture was adjusted to 300 K to reflect the temperature faced by the protein in cat hair and dan-
druff. The systems were slowly heated from 50 to 300 K, in steps of 5ps, each step increasing
the reference temperature by 50 K, allowing a progressive equilibration of the molecular sys-
tem. The simulations were performed with no restraint, with a reference value of 3.5 A between
heavy atoms for a hydrogen bond, and a cutoff angle of 30° between hydrogen-donor-acceptor
[41]. The so called “crystal-environment mimic” was based on reproducing the crystallo-
graphic Fel d 1 neighboring asymmetric units only, not their entire crystallographic chemical
environment. The system sizes for all simulations are listed on 53 Table.

Cavities were measured with Mole2 [49, 50]. Essential nodes for motion transmission were
inspected as described previously for tRNAs [51, 52]. Ligand volumes were calculated with
UCSF Chimera 1.7 [53]. Docking studies of Fel d 1 chains A and B to ligands PCB, progester-
one and testosterone were each performed with Autodock 4.2 [54] and lowest energy confor-
mations for each system were analyzed with Poseview [55] and Ligplot [56]. All other analyses
were carried out with dedicated tools from the Gromacs suite.

Semiempirical calculations

In order to add information on metal coordination to molecular mechanics calculations we
submitted Fel d 1 with all four crystallographic Ca® ions to semiempirical quantum chemistry
calculations using MOPAC [57] with the PM6 Hamiltonian [58] and MOZYME linear scaling
method [59]. The following steps, based on a previous study of metal coordination [60], were
employed on the calculations: 1) hydrogen atoms optimization to a gradient lower than 5 kJ/
mol/A; 2) global optimization with gradient convergence criterium of 10 kJ/mol/Aand cut-

off = 6; 3) global optimization with gradient convergence criterium of 5 k]/mol/Aand cutoff = 9.
We carried out calculations in the absence of crystallographic water molecules, with the
COSMO continuum solvation model [61], and with all the crystallographic water molecules
within a 5 A radius from the Ca®* jons. We used the obtained minimum energy conformation
was employed to evaluate the bond orders and distances to estimate the possible coordination
between amino acid residues and Ca®* ions.

Supporting Information

S$1 Fig. Validation of GROMOS 53A6glyc parameters implemented for sialic acid.
(PDF)

$2 Fig. Distances measured for molecular dynamics simulations of Fel d 1 under different
force fields. Please refer to Table 1 for details.
(PDF)

$3 Fig. Interaction energies measured between Fel d 1 monomers during molecular dynam-
ics simulations under different force fields. Color coding: Simulations without Ca®* ions
(black), simulations with Ca** ions (red).

(PDF)

$4 Fig. Secondary structure content for the Fel d 1 systems simulated with GROMOS. (A)
Fel d 1 without Ca®*; (B) Fel d 1 with Ca®*; (C) Fel d 1 with minimal glycosylation; (D) Fel d 1

PLOS ONE | DOI:10.1371/joumal.pone.0132311  July 2, 2015 15/19

80



©PLOS | one

81

Effects of Calcium and Glycosylation on the Major Cat Allergen

with full glycosylation.
(PDF)

$5 Fig. All-atom root mean square deviation (RMSD) measured for Fel d 1 segments corre-
sponding to the original chain regions (fused in the crystallized protein). (A) Calcium-free

system; (B) Calcium-bound system; (C) Minimally glycosylated system; (D) Fully glycosylated
system. Region A, in black, region A, in red, region B, in blue, region B, in green.

(PDF)

$6 Fig. Cavity volume overview (calcium-free system as an example). (A) initial cavity vol-
ume, (B) final cavity volume (cavity volumes shown as green surfaces); (C) cavity volume mea-
surements for each Fel d 1 chain in four simulations.

(PDF)

$7 Fig. Structural ‘oscillation’ observed for (A) chain A, and (B) chain B of Fel d 1 in four
different simulations. The distance between each original chain in the native Fel d 1 (half
chains of the crystallographic protein) is shown. The oscillation may indicate an opening-clos-
ing behavior. (calcium-free system in black, calcium-bound system in red, minimally glycosy-
lated system in blue, fully glycosylated system in green; distances measured for the centers of
mass in each structure).

(PDF)

S1 Table. Parameters used in the GROMOS 53A6glyc force field for sialic acid, in a GRO-
MACS-compatible format. These encompass atom types, atomic partial charges, charge-
group definition, bond stretching, bond-angle bending, improper dihedral deformation and
torsional potential dihedral.

(PDF)

§2 Table. Essential node pairs detected in four Fel d 1 simulated systems. Nodes that appear
more than once are grouped by color. Interactions detected between pairs by PDBsum for the
crystallographic structure are in parentheses.

(PDF)

§3 Table. Sizes of simulated systems.
(PDF)
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Fig. S1. Validation of GROMOS 53A6glyc parameters implemented for sialic acid.
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Table S1. Parameters used in the GROMOS 53A6glyc force field for sialic acid, in
a GROMACS-compatible format. These encompass atom types, atomic partial
charges, charge-group definition, bond stretching, bond-angle bending, improper

dihedral deformation and torsional potential dihedral.

[ NEUN ] c5 [+1 06 ga_9
[ atoms ] c7 o1} o6 ga_9%
c5  CHI 0.00000 0 HO? 07 c7 ga_12
N5 N -0.28000 o o7 7 ce ga_ 9
HNS H 0.28000 o o7 c7 ca ga_9
C5A [ 0.38000 o o1} c7 cs ga_8
[sX7.% o -0.38000 o HO8 og cs ga_12
C5B CH3 0.00000 o [o}:] cs c7 ga_9
cd CH1 0.23200 1 o8 cs c9 ga_9
04 OR -0.64200 1 c7 ca ce ga_8
HO4 H 0.41000 1 09 c9 ca ga_9
c7 CH1 0.23200 2 HO9 09 c9 ga_12
o7 OA -0.64200 2 ce [+]] c2 ga_l10
HO7 H 0.41000 2 c3 cz [+ ga_9
ce CH1 0.23200 3 c3 c2 02 ga_9
o8 oA -0.64200 3 [¢13 c2 oz ga_9
HOB H 0.41000 3 06 c2 c1 ga_9
c9 CH2 0.23200 4 02 cz c1 ga_9
09 OR -0.64200 4 cz2 02 HO2 ga_12
HO9 H 0.41000 4 OlAa Cc1 1B ga_38
Cé CH1 0.37600 5 ola c1 c2 ga_22
06 oA -0.48000 5 clBe c1 c2 ga_22
c2 CH1 0.23200 5 c3 c2 [o38 ga_8
02 OA -0.53800 5 impropexs ]
HO2 H 0.41000 5 B i aj ak al gromos type
c3 CH2 0.00000 5 N5 C5A C5B HN5 gi 1
0.36000 6 C5A C5B N5 O5A
-0.68000 3 cs (o1} c? cé
-0.68000 6 cs5 04 c3 c4
[ c5 N5 c4 Ccé
gb_21 cz 06 02 c3
E c3 o6 Cl c2
cl1  ©OlA ©l1B c2

[ dihedrals ]

; ai aj ak al  gromos type
c3 c4 cs NS gd_16
c7 cé cs NS gd_16
04 c4 c5 N5 gd 17
06 ce c5 N5 gd 18
c4 cs N5  CS5A gd_39
c5 N5 C5A C5B gd_14
cé Cc5 c4 04 gd_43
cé cs c4 04 gd_44
ce cs5 c4 c3 gd_34
c4 c5 cé c7 gd_34
cq cs5 ce 06 gd_43
ca c5 cé 06 gd_44
c3 ca 04 HO4 gd_30
Cc5 c4 c3 c2 gd_34
o4 c4 c3 c2 gd_43
04 c4 c3 cz gd_44
c4 c3 c2 06 gd_43
cq c3 cz 06 gd_44
c4 c3 cz 02 gd_43
c4 c3 cz 02 gd_44
cé c7 o7 HO7 gd_30

8 8 07 c? cé 06 gd_5
[ angles ] o7 c7 cé 06 gd_37
: al aj ak gromos type [o1} c7 c8 08 gd 43
c6 €5 NS ga_15 c6 c7  c8 08 gd_44
W5 c5 c4 ga_15 o7 c7 [od:] 08 gd 18
c5 N5  HNS ga_18 c7 ce 08  HO8 gd_30
c5 N5 C5A ga_31 c7 c8 c9 09 gd_43
HNS N5 C5A ga_32 c7? c8 c9 09 gd_44
N5 C5A  O5A ga_33 08 [of:] (o] 09 gd_18
N5 C5A  C5B ga_19 cs o] 0% HO9 gd_30
Q5A CSA C5B ga_30 OlA [o38 c2 c3 gd_40
c4 cs c ga_8 cs cé 06 gd_29
cs c4 o4 ga_9 cé 06 c2 gd_29
c5 cq c3 ga_8 06 c2 0z gd_2
04 C c3 ga_9 (o1} cz2 0z gd_32
c4 04  HO4 ga_12 [ exclusicns ]
c4 C C ga_8 HOZ 06
c5 ¢ c7 ga_g




Table S2. Essential node pairs detected in four Fel d 1 simulated systems. Nodes
that appear more than once are grouped by color. Interactions detected between pairs by
PDBsum for the crystallographic structure are in parentheses.

Interface Chain A Chain B
(Chain A - Chain B)
. 2+ Lys29-Asp82 Cysd44-Cysl18 Leud1-Tyrl19
Without Ca (1HB, NBC) (DS) (NBC)
Leul32-Leu94 Ile64-Val102 BHEES - Mict134
(NBC)
With Ca?* Leu31-Leu94 Cys3-Ala74 V&IG-Tyrs1
Asn9 1 -[ISHIES vall0-phess  |EEEEH NN
(NBC)
(NBC)
Minimal Glycosylation -(N”BA CSL)) 130 Vale- Bl Vale-BiES0
Val128-Leu94 lle40-Asn122 | EEEEH
(NBC)
Ser139-Thr76
(NBC)
. P8BS -Leul32 Lys7-Phe80 Cys3-Tyr65
Full Glycosylation (NBC)
Asn89- SR8 B VoS
(NBC) (2HB)
Thrl35-BHEES
(NBC)

HB: hydrogen bond(s), NBC: non-bonded contacts, DS: disulfide bridge.
Note: There is a pair in the simulation with Ca?* (Leul29B-Argl127B) that connects the
interface pair (Asn91-Leul29) to the ‘hinge’ pair (Argl27-Asn37).
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Table S3. Sizes of simulated systems.

System Number of atoms  Number of counterions
(Na®)

With Ca®* 28,951 8
AMBER  wyithout Ca®* 31,382 16
With Ca** 31,750 8
CHARMM  without Ca?* 31,382 16
With Ca** 34,627 8
GROMOS  without Ca?* 28,559 16
Crystal mimic With Ca™" 586,592 88
Full 88,194 14

Glycosylated glycosylation
Minimal 65,078 8

glycosylation
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4.3 Manuscrito: Conformational characterization of fucosyltransferase 8 (FUTS)

in solution

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

Este trabalho sera submetido a revista “Jornal of Molecular Graphics and
Modelling”.



96
Conformational characterization of fucosyltransferase 8 (FUT8) in solution

Liana Guimardes Sachett® Eric Allison Philot?, Luis Paulo Barbour Scott? and
Hugo Verlia*,

aCentro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento
Gongcalves 9500, CP 15005, Porto Alegre 91500-970, RS, Brazil.

b_aboratdrio de Biologia Computacional e Bioinformatica, 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, al,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 a531.

Keywords:
Fucosyltransferase 8, molecular dynamics, core fucosylation
Abbreviations:

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

dynamics;
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Introduction

Fucosyltransferase 8 (FUT8) is an eukaryotic a-1,6 fucosyltransferase catalyzing
the transference of a fucose residue from GDP-B-L-fucose to the reducing
terminal N-acetylglucosamine (GIcNAc) of the core structure of N-glycans (core
fucosylation). This type of fucosylation is frequently observed in N-glycans of a-
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) ( ). 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 ( ). 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, a1,6-

fucosylation, remains almost unknown ( ).

FUTS8 is found in high expression levels in lung-cancer, gastric-cancer and colon-
cancer cell lines ( ). The increased expression and activity of
FUTS8 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 (

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

( ).

The overall structure of FUT8 is comprised of two long antiparallel a-helices
(residues 109-173, al and a2 helices), which form a coiled-coil structure at the
N-terminus; a putative catalytic domain, comprised of two structures, an open
sheet o/f 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
FUTS8 ( ). A model for binding of the substrate, GDB-B-L-fucose,
has recently been proposed ( ), 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 FUTS8 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 FUTS8 to its target glycan and to a target glycoprotein are also presented.

Material and Methods

Systems

We studied the behavior of FUTS8 in its free form and complexed to its substrate
GDP-B-L-fucose. Considering the importance of flexible loops in the catalytic
mechanism of other glycosyltransferases ( ), 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 FUTS8, which was retrieved from Protein Data
Bank (PDB ID 2DEO). We modeled the loop region using MODELLER (

). The structure of GDP-B-L-fucose was obtained from PDB 3ZY5, a
crystallographic structure of an a-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 a-1,2 and a-1,6 fucosyltransferase and
that participate in the binding site for the substrate ( ).
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 (FUTS in its free form and complexed to GDP-B-L-fucose, with

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

using the GROMACS 4.5.1 ( ) simulation suite. We studied FUT8
in its free form using Gromos96 53a6 ( ) and
AMBER99SB-ILDN force field ( ). FUT8 complexed to

its substrate was studied only with Gromos96 53a6 force field, for which we have
previously validated parameters for fucose ( ). 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 (

) 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 ( ) 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 t = 0.1 and 0.5 ps ( ), respectively.
Parameters for GDP-B-L-fucose were built combining ATP and guanosine
parameters available in the Gromos96 53a6 force field ( )

and fucose parameters previously validated ( ).
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
( ) and we used CHARMM-GUI web server ( ) to
prepare the input files. In the first step, we minimized the initial structures using
the parameter set PARAM22 ( ). 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 A2, In a second step, we used ABNR method
without constraints and with a root mean square energy gradient of 10 kcal mol-
1 A1 convergence criteria. After minimization, we calculated the 60 lowest
frequency normal modes using the DIMB method ( )
and the Root Mean Square Fluctuations (RMSF) of Ca atoms were calculated
from these modes. The non-bonded interactions were treated using a switch
function being applied between 8.0 and 10.0 A and a distance dependent

dielectric function ( ).
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Molecular docking studies

The enzyme complex FUT8-GDP-B-L-fucose was docked to a target N-glycan
((Asn-)GIcNAc2-Mans-GIcNAc?) using Autodock 4.2 ( ). 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 o551, (PDB
ID 3VI3) - using PIPER ( ) via ClusPro 2.0 (

), 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 ( ). 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 (Ons) 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, Serd69, Argd75, Tyrd97, Tyrd498, Ala532, Gly533, Val543,
Thr550) and hydrogen bonds with 6 other residues (Gly217, Cys218, GIn470,
Asp495, 1le496 and Lys541; all hydrogen bonds with GIcNAc residues). This
obtained complex demonstrated to be stable during the MD study carried out in

solution (Supplementary data — Figure S2).

Molecular docking of FUTS8 to integrin o541

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 FUTS8 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, GIn470, 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 2DEDO starts on residue 108), it corresponds only to
the first 29 amino acids. Residues 30 to 107 are predicted to be coils and short
a-helices (predictions made with PHYRE - - and PSI-
PRED - - 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 (

).

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,
Tyrd98, Ala532, Gly533, Val543, Thr550 (hydrophobic contacts) and Gly217,
Cys218, GIn470, Asp495, 1le496 and Lys541 (hydrogen bonds with GICNAc

residues). This complex demonstrated to be stable during MD.



105

Molecular docking of Integrin o581 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 a5p1-chain A: Lys216, His298,
GIn470, Gly501, Ala518, Asp519, Arg545, Lys546, Arg549 and Thr550. Other
than that, several residues participate in hydrophobic contacts: Lys216, Asp295,
Leu297, His298, Arg300, GIn470, Tyr498, Phe499, Gly500, Gly501, Pro515,
Ala518, Asp519, Glu520, lle521, Pro522, Lys541, Val543, Arg545, Lys546,
Leu547, Gly548, Agr549, Thr550. Therefore, docking of Integrin a5p1 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 a5p1, 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-B-L-fucose (FUT8 is represented as blue surface, GDP-B-L-fucose C

atoms are represented as green sticks).

Figure 5. Result obtained by molecular docking of FUT8 and Integrin a5b1l. (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 a5B1. (B) Closer image of the interaction between FUT8 (red) and chain A
(green) of Integrin a5p1. 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-B-L-fucose, are shown as sticks.
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Figure S1. RMSF after NMA for the free form and the complexed form of FUTS,
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-B-L-fucose and the N-glycan.
A. RMSD after 100ns MD. B. Distance between GDP-B-L-fucose and the first GIcCNAc
from the N-glycan. C. RMSF and PCAs (vector 1 and vector 2) after 100ns MD.
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4.4 Caracterizagao da glicobiologia estrutura de C2GnT-L.

4.2.1 DM de C2GnT-L livre e complexada aos seus substratos doador e aceptor

Apbs as simulacdes por DM (100ns) de C2GnT-L livre (PDBIDs 2gak e 2
gam) e complexada a seus substratos aceptor (Gal-p-(1-3)-GalNAc, PDB 2gam)
e doador (UDP-GIcNACc) foram realizadas diversas analises. A analise do desvio
meédio quadratico (RMSD) é apresentada na Figura 17 para os quatro sistemas

mencionados.

A), B),

0.5

RMSD (nm)
o
n

20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

e
=

—_
—_

0.5

RMSD (nm)
o
n

| | | | | | | \
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Time (ns) Time (ns)

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-B-(1-3)-GalNAc,
obtida do PDB 2gam (C), e para C2GnT-L complexada ao seu substrato doador, UDP-GIcNAc (D). As cores
preta e vermelha correspondem respectivamente ao dominios N-terminal e catalitico.

Pode-se observar que em todos o0s sistemas o comportamento €
semelhante. O dominio N-terminal, por ser composto de apenas a-hélices,
apresenta um maior desvio (preto), enquanto o dominio catalitico permanece
com um desvio mais baixo, ndo sofrendo alteracdes significativas com a
auséncia ou presenca de ambos os substratos.
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Foi também realizada a analise da flutuacdo média quadratica (RMSF) e
a analise de componentes principais (PCA), apresentadas na Figura 18 para 0s

quatro sistemas.
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Figura 18. RMSF geral (preto) e analise 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-p-(1-3)-GalNAc, obtida do PDB 2gam
(C), e para C2GnT-L complexada ao seu substrato doador, UDP-GIcNAc (D).

A partir destas analises, pode-se observar a flutuagcdo média de cada
residuo. Cabe ressaltar aqui que no sistema apresentado em A, o Unico
proveniente do PDB ID 2gak, ha um deslocamento na numerac¢éo dos residuos,
correspondente a 12 residuos, pois esta estrutura cristalografica inicia-se no
residuo 44, enquanto nos demais, provenientes da estrutura 2gam, o inicio
corresponde ao residuo 56. Nesta andlise observa-se que, em B e C, ha uma
regido em torno do aminoacido 215-220 (que corresponde em A a regido 227-

232) com alta flexibilidade. J& em D esta regido apresenta-se menos flexivel.

Foi também realizada a analise da variacdo de estrutura secundaria ao

longo do tempo, apresentadas na Figura 19 para os quatro sistemas.



116

A) Sem substrato (PDB 2gak)
15() e
300 =

B) Sem substrato (PDB 2gam)
350 — —

60 80 100 0 20 40 60 80 100
Time (ns) Time (ns)

C) Com substrato aceptor (PDB 2gam) D) Com substrato doador (PDB 2gam)
35() Ee————— P ———— 350 R -

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Time (ns) Time (ns)

[ Coil I B-Sheet il B-Bridge [l Bend [] Turn [l A-Helix il 5-Helix

Figura 19. Variacdo da estrutura secundaria durante o tempo de simulagéo por residuo (conforme legenda
de cores).

A partir destas analises, pode-se observar a variagdo de estrutura
secundaria por residuo, ao longo do tempo de simulacdo. Relembrando, no
sistema apresentado em A existem 12 residuos adicionais no dominio N-

terminal, o que desloca a numeracdo em 12.

A partir destas duas analises de flutuacéo, apresentadas nas figuras 13 e

14, procuramos a regido de maior flexibilidade (residuos 215 a 220) na

visualizacéo das estruturas (Figura 20).
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A) 2gak (sem substrato) B) 2gam (sem substrato)

Figura 20. Visualizagdo das estruturas iniciais (Ons, vermelho) e finais (100ns, azuis) de cada sistema. A
regido N-terminal estad demonstrada em cores claras (salmao para Ons e azul claro para 100ns). A regido
de maior flexibilidade (residuos 215 a 220) esta destacada pela superficie azul nas estruturas finais.

Pode-se observar que a regido de maior flexibilidade (residuos 215 a 220)
corresponde a uma alca, portanto € esperado que haja uma alta flutuacdo. E,
como observado nas figuras 19 e 20, ndo ha perda de estrutura secundaria nesta
regido. O Unico sistema que ndo apresentou alta flexibilidade nesta regido foi o
D. Isto provavelmente se deve ao posicionamento do substrato doador, como

vemos na Figura 21 a seguir.
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A) Substrato aceptor (Ons) B) Substrato acpetor (100ns)

doador (esferas).

A intencdo da Figura 21 é demonstrar a posicdo de cada um dos
substratos antes a depois da DM. Em 21A, observa-se a posic¢ao inicial do
substrato aceptor, conforme ocorre na estrutura cristalografica 2gam. Apos a
DM, foi observado que este substrato se desloca (Figura 21B). Uma analise na
estrutura deste dissacarideo mostra também que sua conformacédo se altera,
indo de angulos ® e W de -94° e -155° respectivamente (conformacédo
cristalografica, Figura 22A), para angulos ® e W de respectivamente 60° e -120°
(Figura 22C). Esta conformacéo final corresponde a conformacéo prevista em

solucdo para este dissacarideo (Figura 22B). Em 21C, temos a estrutura com o

substrato doador obtida por atracamento molecular. Pode-se observar que este
substrato ocupa inicialmente uma regido similar a do substrato aceptor.
Entretanto, ap6s a DM, ocorre um deslocamento (Figura 21D) menor e para o

lado contrario ao observado para o substrato aceptor. Utilizando a ferramenta
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Ligplot do servidor PDBsum, obtivemos um detalhe acerca da ligacdo de cada

um destes substratos em Ons e 100ns (Tabela 1).
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Figura 22. A) Conformacéo cristalografica do substrato aceptor (Gal-p-(1-3)-GalNAc). B) Mapa de energia
para este dissacarideo ap6és metadinamica (regides azuis = menor energia; regiées vermelhas = maior
energia). C) Grafico com os picos de prevaléncias conformacionais para o dissacarideo apés a DM em
solucao.

Tabela 1. Residuos que interagem com os substratos

Estrutura Substrato aceptor Substrato aceptor Substrato doador Substrato doador
cristalogréafica (Ons) apés (100ns) (Ons) (100ns)
(2gam) minimizagéo
Tyrl87*
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*
GIn394*
His395*

*Residuos nédo previstos na estrutura cristalografica
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A tabela 1 mostra que o substrato doador ocupa grande parte do sitio do
substrato aceptor detectado pela cristalografia. Como o cristal ndo possui o
substrato doador, € possivel que, na auséncia deste, o substrato aceptor tenha
ocupado um espaco que nao esteja realmente disponivel, jA que no momento da
reacao o substrato doador estara ali. Ainda, quando tentamos, por sobreposicao,
substituir o substrato aceptor cristalografico, com os angulos ¢ = -94° e y = -
155°, pelo dissacarideo com os angulos obtidos por metadindmica, ndo havia
espaco para encaixe. Assim, € possivel que este seja o sitio do substrato doador

apenas.
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5. DISCUSSAO GERAL

5.1 PreAmbulo

Inicialmente, continuando uma linha de pesquisa j& solidificada em nosso
laboratorio, envolvendo planejamento racional de novos candidatos a prototipos de
farmacos anticoagulantes, meu projeto de doutorado, iniciado em outubro de 2010,
se intitulava “Caracterizacédo estrutural e conformacional dos complexos tenase e
protrombinase da cascata de coagulacdo sanguinea”. 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
decisdo entre arriscar realizar os 50% restante do trabalho ou escolher um novo
assunto.

Apds um periodo de pesquisas, tendo ja trabalhando no meu mestrado com
glicoproteinas de importancia patologica e terapéutica (as PGHSs 1 e 2, envolvidas
no processo inflamatério) e dada a minha formagcdo em farmacia, escolhi trabalhar
novamente com proteinas glicosiladas, ou envolvidas no processo de glicosilacao,
mas desta vez focando em outra patologia: cancer. Pesquisando as GTs
superexpressas em tumores, escolhi trabalhar com duas que ja possuiam estrutura
cristalografica 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 proteina glicosilada, junto com o colega
de laboratorio Rodrigo Braun. Esse trabalho inicialmente seria secundario para
ambos, mas nosso interesse acabou crescendo acerca do estudo desta proteina, se

tornando téo significante quanto a minha ideia de projeto com as GTs.

5.2 Glicobiologia estrutural da Fel d 1

A literatura acerca da importancia estrutural da glicosilacdo na proteina Fel d 1
era escassa e controversa. Enquanto parte da literatura indicava que sua

deglicosilacédo acarretava na perda de 60% da estrutura terciaria, em estudos com
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dicroismo circular (VAILES ET AL., 1994), outros trabalhos, ao compararem a producéo
in vitro de IgE da Fel d 1 glicosilada e deglicosilada, ndo notavam diferencas
significativas (SEPPALA ET AL., 2005). Estes trabalhos afirmavam que a antigenicidade
a IgE era conformacionalmente dependente (VAILES ET AL., 1994; KROLL-KRISTENSEN
ET AL., 1997; SEPPALA ET AL., 2005), 0 que nos instigou a verificar se a glicosilacao
influenciava de alguma forma a dinamica desta proteina.

Ao iniciar o estudo da Fel d 1 a partir da estrutura cristalogréafica disponivel
(PDBID 2ejn), nos deparamos com o0s putativos sitios de ligacdo a ions Ca?*,
deduzidos pelos autores a partir de similaridade estrutural com a uteroglobina.
Entretanto, nesta proteina ndo existe um consenso na literatura em relacéo a ligacao
a Ca’* (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 ha uma concentracéo de ions Ca?* muito
maior (25 vezes) do que a encontrada no gato (ERJAVEC E STANOVNIK, 1987). Além
disso, este dimero de Fel d 1 (ou tetramero, ja que € um dimero de heterodimeros)
foi construido de maneira recombinante, o que poderia causar alguma alteracéo,
embora tenha demonstrado propriedades idénticas a proteina natural (KAISER ET AL.,
2007).

No estudo de Fel d 1 e sua interagdo com fons Ca?*, tanto por calculos
semiempiricos quanto por DM em trés diferentes campos de forga, foi possivel
constatar que o Unico calcio que permanece ligado a proteina é o calcio central. Os
dois outros (laterais) ficam livres e saem dos sitios previstos durante as simulagdes.
Tais resultados apontam fortemente para os ions Ca?* destes sitios laterais como
artefatos da estrutura cristalina.

Para o estudo de Fel d 1 glicosilada, foram comparadas duas formas diferentes
de (glicosilacdo. Uma delas contendo a glicana completa [(-Asn-)
GIcNAcz2MansGIcNAcsGals(Fucl)-NeuAcs] e outra contendo a forma “truncada” da
glicana, [(-Asn-)GIcNAcz2MansGIcNAcsGalz], que corresponde a forma minima
descrita por espectrometria de massas (KROLL-KRISTENSEN ET AL., 1997). A forma
glicosilada completa apresentou resultados gerais semelhantes a proteina néo-
glicosilada, ocorrendo alteracdo 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). Ja 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 regides
propensas a perda de estrutura, como proposto por Vailes et al., em 1994, ja que a
diminuicdo no tamanho da glicana acarretou um desenovelamento de duas hélices.
Mas, ainda assim, isso ndo foi observado na nossa amostragem da proteina nao-

glicosilada.

5.3 Glicobiologia estrutural de FUTS8

A GT FUTS8 esta envolvida em diversos processos patolégicos, como cancer,
envelhecimento, e até mesmo fenétipos como enfisema e esquizofrenia (MIYOSHI ET
AL, 1997; WANG ET AL., 2009; FUKUDA ET AL., 2011; VANHOOREM ET AL., 2011). Esta
fucosiltransferase ndo se assemelha as outras FUTs em estrutura nem em funcéo (a
fucosilacdo terminal, sintetizada pelas FUTs 1 a 7 e FUT9 est4d associada a
metastase) (LISTINSKY ET AL., 2011). Entretanto, devido a alta conservacdo de trés
pequenas regides da FUT8 com a FUT2, que participam da ligacdo ao substrato (a
principal delas, apés estudos de mutagénese sitio dirigida, a regido Pro358-Arg365),
foi possivel encaixar o substrato da enzima disponivel para FUT2 (PDBID 3zy5) na
estrutura da FUT8 por sobreposicéo (IHARA ET AL., 2007).

O estudo da FUT8 nas suas formas livre e complexada ao substrato
demonstrou uma alta flexibilidade no dominio N-terminal (“coiled-coil’) em todos os
sistemas, nos trés campos de forgca (Amber e Gromos na DM e Charmm nos modos
normais), evidenciando que este resultado ndo depende de campo de forca ou do
método de amostragem conformacional. Houve perda de hélices nesta regido apenas
no campo de forca Gromos, e ndo no Amber, 0 que esta 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 atomo unido, alcancam conformagdes na amostragem
mais rapidamente do que as simuladas no Amber, que € um campo “all-atom” (HSIEH
E Luo, 2010). Cabe ressaltar aqui que, embora a estrutura cristalografica nao
contenha a regido transmembrana desta enzima (pois inicia no residuo 108), ela
corresponde apenas aos residuos 1 a 29, sendo que os demais residuos ausentes,
30 a 107, correspondem a pequenas hélices e voltas. Desta maneira, acredita-se que
a alta flexibilidade N-terminal ocorra mesmo na presenca desta regido nao

cristalizada.
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Neste trabalho também verificamos a importancia de uma regido de 5
aminoacidos (alca DKVGT, residuos 368-372) ausente na estrutura cristalografica.
Quando esta estrutura esta ausente, temos um deslocamento do substrato no sitio
catalitico, enquanto sua presenca estabiliza a interacdo substrato-proteina. A
presenca de alcas em GTs auxiliando a catélise € descrita na literatura (IHARA ET AL.,
2007) e este pode ser o caso da GT FUTS.

Foram também realizados estudos de atracamento molecular da FUT8 a sua
glicana alvo da fucosilacdo e a uma de suas proteinas alvo, a integrina o581. Foi
possivel prever a regido de interacdo da FUT8 com estas duas moléculas. A integrina
alvo foi atracada a FUT8 na forma nao glicosilada devido a limitacdes do servidor
utilizado. Entretanto, é desejavel, 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 superexpressao esta correlacionada com a
progressao tumoral de varios tipos de cancer (pulméo, prostata e colo-retal), tornando
esta enzima extremamente interessante no estudo de metéstase tumoral (MACHIDA ET
AL., 2001; HAGISAWA ET AL., 2005). Ela apresenta dois sitios de N-glicosilacdo em sua
regido N-terminal (Asn58 e Asn95) sendo a glicosilacdo em Asn95 essencial para a
atividade biolégica de C2GnT-L - gerar ligantes funcionais de selectinas (HAMON ET
AL., 2005).

A caracterizagdo de C2GnT-L em suas formas livre e complexada a seus
substratos doador (UDG-GIcNAc) ou aceptor (Gal-B-(1-3)-GIcNAc), por DM,
demonstrou que o comportamento geral da enzima nao se altera com a presenca ou
auséncia dos substratos. Entretanto, houveram diferencas na flexibilidade da enzima
guando complexada ao substrato doador ou aceptor. Foi possivel verificar, apés
experimento de atracamento molecular, que o sitio preferencial para o substrato
doador correspondia, em grande parte, ao mesmo sitio descrito para o substrato
aceptor, por cristalografia de raios-X (PDBID 2gam). Considerando que o cristal em
guestao foi obtido na auséncia do substrato doador e considerando também sua
resolucdo, de 2,7A, que pode ser considerada baixa, é possivel que este sitio

pertenca, 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 relacdo a sua
posicéo inicial, enquanto o substrato doador, embora também se desloque um pouco,
permanece interagindo com varios residuos de sua conformacgdo inicial. O
posicionamento final do substrato doado, apenas levemente deslocado, e para uma
direcdo contraria ao deslocamento do substrato aceptor, explica a diminuicdo da
flexibilidade na regido doas aminoacidos 215 a 220.

Em relacédo a este trabalho, pretende-se ainda realizar a caracterizagéo da
enzima glicosilada, j& que a glicosilagcdo em Asn95 é essencial para gerar ligantes de

selectinas.

5.5 Impacto de multiplas simula¢des por DM

Uma das davidas constantes quando se trabalha com DM é saber quando
finalizar a simulagdo. Por quanto tempo deve-se simular para ter uma amostragem
ideal? Devo estender minha simulacdo? Um artigo de 2010, de Lange e
colaboradores, realizou um estudo comparativo entre diferentes campos de forca e
demostrou que, muitas vezes, em simulagdes por longos tempos, como centenas de
nanossegundos, corre-se o risco de a molécula estudada atingir uma conformacéao
estavel inativa ou de alta energia livre e dela permanecer neste estado por um longo
tempo, o que distorceria a frequéncia populacional das conformacdes desta molécula
(Lange et al., 2010). Uma estratégia para evitar isso seria, ao invés de estender o
tempo de simulacao, realizar multiplas simula¢des simultaneamente.

Simulacgdes replicadas geralmente ndo sao idénticas, pois percorrem caminhos
conformacionais diferentes. Entretanto, espera-se que em algum ponto ocorra a
convergéncia. Réplicas independentes que resultam na observacdo de um mesmo
fendmeno permitem definir a probabilidade deste fenébmeno ocorrer. Segundo o
estudo de Lange e colaboradores, as conformacfes previstas por RMN foram
alcancadas mais rapidamente em varias simulacbes de 50ns, do que em uma
simulacado unica de 1us (Lange et al, 2010). Desta maneira, atingir-se-ia uma maior
amostragem realizando varias simula¢des curtas, em vez de apenas uma longa
simulacéo.

Esta foi a estratégia utilizada no trabalho com a enzima FUTS8, cujo resultado

encontra-se no item 4.3. La estes resultados sdo apresentados como médias e
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desvios das simulacdes. Para exemplificar, vejamos os dados de RMSD para cada

réplica do sistema FUT8-GDP-fucose (Figura 23).

Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3

RMSI {nm)

80 wq 20 an 60 30 w g 20 Y

40 60 0 ol 80 100
Time (ns) Time {ns} Time (ns)

Figura 23. RMSD para os dominios N-terminal (coiled-coil, preto), catalitico (vermelho) e SH3 (azul) dos trés
sistemas de FUT8 complexada ao substrato GDP-B-L-fucose.

Percebe-se na Figura 23 que, embora os graficos ndo sejam idénticos, o
comportamento geral dos sistemas é muito semelhante, com a maior alteragcdo em
relacdo a estrutura de partida correspondendo ao dominio N-terminal (“coiled-coil”).
A realizacao de réplicas, portanto, permite uma maior amostragem, dando uma nocao

da probabilidade dos fendbmenos observados.
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6. CONCLUSOES

Considerando 0s objetivos propostos, o presente trabalho permitiu as

seguintes conclusdes:

Foi possivel utilizar ferramentas de quimica tedrica para o estudo da
proteina Fel d 1 em sua interacdo com ions Ca?* e glicosilacédo,
demonstrando por diferentes metodologias que os sitios laterais de Ca?*
parecem ser artefatos da cristalizacdo da molécula, enquanto o ion Ca?*
central parece estar ligado a proteina. Ainda, pode-se observar que o
comportamento geral da forma completamente glicosilada de Fel d 1
nao diferiu da forma ndo-glicosilada, apresentando apenas uma reducao
no tamanho da cavidade de uma das subunidades. Ja a proteina com
glicosilacdo 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 solucédo por diferentes metodologias e em
diferentes campos de forca demonstrou que o movimento N-terminal é
o principal componente da flexibilidade desta enzima, n&o sendo,
portanto, dependente do campo de for¢ca ou do método de amostragem.
A presenca da alca de 5 aminoacidos DKVGT em FUT8 estabilizou a
orientacdo do substrato GDP-B-L-fucose no sitio catalitico e, desta
maneira, pode ser importante para 0 mecanismo da catalise. O
atracamento molecular a glicana alvo da fucosilacéo e a integrina a5p1
resultou em complexos compativeis com a reacao catalitica, além de
fornecer informacgdes sobre o sitio de ligacdo/interacdo desta enzima.
A caracterizagédo de enzima C2GnT-L demonstrou que o seu substrato
doador se liga no mesmo sitio previsto por cristalografia de raios-X para
0 substrato aceptor, sendo que o substrato doador permanece mais
estavel no sitio durante a DM do que o aceptor, evidenciando que é

possivel que o sitio 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 proteinas, auxiliando na compreenséo
das relagbes estrutura-fungdo das mesmas, contribuindo para sua aplicagéo
biotecnoldgica em posteriores estudos de inibidores farmacolégicos.
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7. PERSPECTIVAS

Considerando-se os resultados obtidos no presente trabalho, as seguintes

perspectivas podem ser tracadas:

P> Analisar a proteina Fel d 1 da perspectiva do gato, considerando seu papel na
fisiologia e no comportamento felino, que sdo aspectos largamente ignorados

na literatura especializada;
P> Estudar a enzima FUT8 complexada & integrina a5p1 por DM;

P> Caracterizar a enzima C2GnT-L em sua forma glicosilada (em Asn58 e Asn95),

a fim de verificar seu papel na dinamica desta GT.
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9. APENDICES

Apéndice A

Capitulo de livro: Estrutura de receptores-alvo de farmacos

através de modelagem comparativa
Sachett LG, Ligabue-Braun R, Verli H

In Trossini G, Castilho MS (Eds.), Praticas de Modelagem Molecular

O capitulo a seguir, apresentado em sua formatac&o preliminar, € parte do
livro-texto “Praticas de Modelagem Molecular’” que encontra-se em fase final de
preparacdo. Algumas secdes do capitulo (como préticas e exercicios avangados)
foram omitidas da presente tese por solicitagcdo dos editores.
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ESTRUTURA DE RECEPTORES-ALVO DE FARMACOS ATRAVES 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 farmacos esta na
auséncia de informacgbes sobre a estrutura 3D de seus receptores-alvo. Uma das técnicas
computacionais disponiveis para contornar esta limitacdo é denominada modelagem comparativa.
Esta técnica consiste na construcdo de um modelo 3D para uma dada proteina usando, como
referéncia (ou molde), a estrutura de uma proteina semelhante. O modelo assim obtido podera ser
empregado em outros estudos, como ancoramento (docking). Os passos necessarios para a realizagdo
da modelagem comparativa serdo descrito em detalhes neste capitulo, incluindo-se exemplos,
limitacdes e dificuldades mais comuns, bem como interpretacao de resultados.
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INTRODUGCAO

Diversas estratégias de
desenvolvimento de novos farmacos estdo
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 simulagdes por dinamica
molecular. Adicionalmente, métodos como
QSAR e SAR também podem empregar
informacgdes sobre a estrutura 3D da proteina-
alvo. Infelizmente, em torno de 3% das
proteinas humanas tiveram suas estruturas 3D
determinadas experimentalmente, o que
demanda o emprego de técnicas adicionais.

Uma das principais  técnicas
computacionais empregada na obtencdo de
estruturas 3D de proteinas, tais como
receptores-alvo de farmacos, é denominada
modelagem comparativa de proteinas ou
modelagem por homologia. Esta técnica é
baseada no pressuposto de que proteinas com
sequéncias de aminodacidos semelhantes
possuem estruturas 3D semelhantes. Esta
semelhanca nas sequéncias representa,
usualmente, uma origem evolutiva comum, o
que é denominado homologia. Assim, a
proteina de interesse do Quimico Medicinal,
para a qual ndo ha estrutura 3D disponivel
(denominada de sequéncia-alvo), deve ser
usualmente homdloga a uma proteina que
possua estrutura 3D ja estabelecida
(denominada de molde) para que a técnica de
modelagem por homologia possa ser
empregada.

Contudo, o conceito de homologia
implica em ser ou ndo ser homdlogo, nos
impedindo de quantificar o “grau de
homologia”. Isto é importante, porque as
sequéncias de aminodcidos de duas proteinas
podem ser muito ou pouco parecidas. E quanto
mais “parecidas” forem estas sequéncias (da
sequéncia-alvo e do molde), maior serda a
confiabilidade do modelo obtido. Uma das
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formas de comparar duas sequéncias de
aminodcidos é através do grau de identidade
entre as mesmas, de 0 a 100%. Em outras
palavras, a identidade mede o numero de
residuos de aminodcidos que sdo idénticos e
ocupam as mesmas posi¢des nas sequéncias
das proteinas em estudo. A identidade minima
entre a sequéncia-alvo e o molde devera ser de
30% para obtenc¢do de modelos confiaveis por
modelagem comparativa. Quanto maior o grau
de identidade, mais confiavel serd o modelo.
Usualmente, a modelagem
comparativa compreende os seguintes passos:
busca por moldes, selecdo de um ou mais
moldes, constru¢dao do modelo e avaliacdao do
modelo (Figura 1). Adicionalmente, embora
diversas ferramentas computacionais estejam
disponiveis para a realizacdao de estudos de
modelagem comparativa, empregaremos aqui
o servidor denominado SWISS-MODEL
(http://swissmodel.expasy.org/).  Considere
que algumas pequenas diferencas 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 Sanchez & Sali, 2000).
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A  identificacdo de  estruturas
relacionadas  (Figura 1) é realizada
comparando (ou alinhando) a sequéncia-alvo a
sequéncias de aminoacidos de proteinas que ja
tenham estruturas 3D determinadas. Esta
etapa pode ser realizada, por exemplo,
utilizando-se a ferramenta BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi),
selecionando o menu “protein blast”. Gera-se,
assim, uma lista de diferentes proteinas,
relacionadas a sequéncia-alvo, candidatos a
moldes para a modelagem comparativa.
Adicionalmente, s3o apresentadas as
identidades entre a sequéncia-alvo e cada
possivel molde, além de seus respectivos
alinhamentos.

O alinhamento realizado entre a
sequéncia-alvo e seu molde é uma das partes
mais importantes da modelagem comparativa
de proteinas. A definicdo de quais residuos de
aminodcidos correspondem entre as duas
macromoléculas torna-se determinante da
forma 3D a ser adotada pela sequéncia-alvo.
Por outro lado, a selecdo de um molde, a partir
dos candidatos obtidos pelo alinhamento, tem
como regra mais simples a selecdo da proteina
com a maior identidade em relagdo a
sequéncia-alvo.  Adicionalmente, deve-se
considerar a qualidade da estrutura 3D
experimental, por exemplo pela resolugdo
cristalografica, medida em angstrons (A).
Quanto menor o valor da resolu¢do, melhor
(idealmente em torno de 2,5 A ou menor).

A etapa final da modelagem
comparativa consiste na validacdo do modelo,
onde diversas caracteristicas, principalmente
estereoquimicas e funcionais, sdo avaliadas.
Neste processo, a proteina modelada deve
tanto apresentar uma estrutura 3D
satisfatoria, seguindo alguns  critérios
previamente estabelecidos pela comunidade
cientifica, quanto ser capaz de explicar
aspectos funcionais ja conhecidos, como
aqueles relacionados a catdlise (como a
composicdo e geometria da triade catalitica), a
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ligacdo de cofatores estruturais (como metais)
ou de moduladores (neurotransmissores ou
farmacos, por exemplo). A qualidade do
modelo dependerd, principalmente, da
qualidade do molde escolhido e do
alinhamento. A quantidade de algas na
proteina, alinhamentos contendo erros ou
gaps muito longos sdo alguns fatores que
também podem influenciar na qualidade do
modelo obtido.

Diversas estratégias estdao disponiveis
para realizar a validacdo estereoquimica dos
modelos obtidos. Uma das principais envolve o
Mapa de Ramachandran. Resumidamente,
este mapa apresenta geometrias (ou zonas)
proibidas e permitidas para o esqueleto
peptidico da proteina. Para a obtencdo deste
dado pode ser utilizado, por exemplo, o
programa PROCHEK através do servidor
PDBSUM
srv/databases/pdbsum/Generate.html).

(www.ebi.ac.uk/thornton-

Outras estratégias comuns para validacdao
estereoquimica podem ser encontradas na
plataforma SWISS-MODEL e incluem o
QMEAN, que pontua a confiabilidade do
modelo a partir de comparagdes a estruturas
cristalograficas de alta resolugdo, e a Analise
de Erros Locais, que consiste em estimar a
gualidade estereoquimica residuo a residuo e
entre residuos vizinhos. Este dado é
apresentado na forma de um grafico contendo
pontuacOes para cada residuo que refletem a
probabilidade de erro em cada um deles. Para
facilitar a interpretacdo dos resultados, uma
representacdo do modelo proteico colorido
por esta pontua¢do de erros é apresentada
simultaneamente.

A validacdo funcional dos modelos, ao
contrario da estereoquimica, é baseada mais
na analise da literatura cientifica do que em
resultados de programas ou servidores na
internet. Em geral, busca-se o maior volume
possivel de informagbGes bioquimicas,
estruturais, funcionais e terapéuticas
disponiveis, e avalia-se a capacidade do
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modelo em responder ou explicar estas
questoes.

A modelagem comparativa pode ser
realizada tanto de uma forma automatizada,
frequentemente disponivel em servidores na
internet, quanto de uma forma manual,
usualmente baseada em programas que
funcionam localmente, no computador do
usudrio. Nos casos mais dificeis, o emprego de
estratégias manuais pode ser necessdria,
maximizando a qualidade dos modelos. Para
estes casos mais delicados, ou quando o
usuario deseja um controle total de todas as
etapas realizadas, o programa MODELLER é um
dos mais utilizados
(www.salilab.org/modeller). Na pagina do
programa encontram-se instru¢cbes para
instalacdo e tutoriais para o seu uso.

Discussao e Conclusao

Ao realizar os passos essenciais na
construcdo de um modelo tridimensional de
proteinas, a atividade proposta no roteiro de
aula pratica evidencia tanto a praticidade
quando a aplicabilidade do método. Como
observado ao longo do capitulo, a maioria das
etapas ndo apresenta grandes dificuldades em
sua execuc¢ado, podendo ser seguida a maneira
de um protocolo. Em casos de modelagem
manual, a escolha da estrutura molde, o
alinhamento das sequéncias alvo e molde e a
selecdo de parametros para construgdo do
modelo sdo realizados pelo usudrio. No
procedimento automatizado, uma vez de
posse da sequéncia polipeptidica, o préprio
servidor de modelagem seleciona o melhor
molde, o alinha a sequéncia-alvo e executa as
rotinas de construcdo tridimensional. Ao
seguir uma abordagem automatizada para
modelagem, o ponto critico passa a ser a
avaliacdo do modelo obtido. A qualidade e a
validade do modelo poderdo ser definidas
apenas por verificagdo manual dos resultados
de sua avaliacdo, caracterizando o modelo
obtido como realistico e confiavel. De fato,
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esta verificacdo é essencial para que estudos
avaliando a interagdo entre ligante e receptor
possam ser realizados de forma realistica. De
maneira geral, modelos ruins podem levar a
conclusdes ruins.

Entre as avaliacGes essenciais estd o
grafico de Ramachandran. De interpretacao
objetiva, este gréfico permite tanto avaliar a
gualidade global do modelo, quanto identificar
residuos especificos que possam apresentar
falhas estereoquimicas. Adicionalmente, do
ponto de vista funcional, é de grande
importancia avaliar a integridade do sitio
catalitico na estrutura modelada, no caso de
enzimas, como a DOPAd, enzima
exemplificada no roteiro de aula pratica. Isso é
geralmente feito por comparacdao com dados
da literatura. Proteinas ndo-enzimaticas (como
carreadores de farmacos, canais i0nicos ou
receptores acoplados a proteina G) também
apresentam residuos importantes para sua
atividade, e estes devem ser inspecionados no
modelo obtido.

Apds avaliacdo e validacdo, 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 farmacos,
por exemplo, através de ancoramento
(docking) molecular. Ainda, a estrutura obtida
por modelagem comparativa pode ser
visualizada em softwares como PyMol
(Capitulo XX), VMD, UCSF Chimera e Swiss PDB
Viewer.

Ao realizar a atividade de modelagem
comparativa baseada na DOPAd, sdo
desenvolvidos o0s passos essenciais na
construcdo de um modelo tridimensional de
uma proteina. Este é, contudo, um exemplo
geral, existindo casos especiais na construcao
de estruturas tridimensionais. Alguns deles sao
discutidos nos exercicios adicionais (proteinas
transmembrana e acopladas a membranas).
Em outros casos, entretanto, ndo é possivel
aplicar a modelagem comparativa. Tais casos
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geralmente envolvem proteinas para as quais
ndo existem moldes disponiveis. Uma
discussdo sobre estes casos estd além do
objetivo deste capitulo, 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 proteina especifica, a
modelagem comparativa constitui uma etapa
intermediaria em estudos de desenvolvimento
de fadrmacos, auxiliando na compreensdo das
relagdes estrutura-atividade de compostos
bioativos, utilizando ferramentas gratuitas e
dados disponiveis publicamente.
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Abstract: The aerial parts of [pomoea batatas are described herein to produce four new
resin glycosides, designated as ipomotaosides A, B, C, and D. Ipomotaoside A was found
to present inhibitory activity on both cyclooxygenases. However, the conformational
elucidation of these molecules may be difficult due to their high flexibility. In this context,
the current work presents a conformational characterization of ipomotaosides A-D in
aqueous and nonaqueous solvents. The employed protocol includes metadynamics
evaluation and unrestrained molecular dynamics simulations (MD). The obtained data
provided structural models for the ipomotaosides in good agreement with previous ROESY
distances measured in pyridine. Accordingly, the most abundant conformation of
ipomotaoside A in solution was employed in flexible docking studies, providing a
structural basis for the compound’s inhibition of COX enzymes. The so-obtained complex
supports resin glycosides’ role as original scaffolds for future studies, aiming at structural
optimization and development of potential new anti-inflammatory agents.

Keywords: ipomotaosides; resin glycosides; disaccharides; molecular dynamics; docking;
COX; inflammatory process
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1. Introduction

Ipomotaosides are resin glycosides derived from the aerial parts of Jpomea batatas. These resin
glycosides are separated in four different structures, named ipomotaosides A (1), B (2), C (3), and D (4) [1]
(Figure 1).

Figure 1. Representations of the ipomotaosides characterized in the current work.
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These compounds are composed of a macrocyclic structure, various hydrophobic acyl chains and
the same hydrophilic oligosaccharide core. Differently from the roots of I. batatas, which are used in
folkloric medicine for anemia, diabetes, hemorrhage and hypertension [2], resin glycosides from the
aerial parts as well as roots are inactive cytotoxic agents and known to exhibit several biological
effects such as inhibition of multidrug resistance efflux pumps (EPIs) [3-5]. Additionally, recent
results demonstrated that ipomotaoside A from I batatas is capable of inhibiting cyclooxygenases
(COX) 1 and 2 [1]. These enzymes are committed in prostanoid biosynthesis, converting arachidonic
acid (AA) and O, to prostaglandin endoperoxide PGH} in two different active sites, cyclooxygenase
and peroxidase [6]. The first step consists in oxygenating AA to prostaglandin Gy (PGG;) in the
cyclooxygenase site. In the second step, this intermediate moves to the peroxidase active site to be
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reduced to PGH,, which is converted into other prostaglandins and thromboxanes responsible for
mediating the inflammatory process [6], so the inhibition of both COXs by ipomotaoside A indicates
a potential role of these molecules in modulating inflammation.

Future efforts to develop these compounds through rational design, however, are impaired by
the lack of structural information on their complexation to COX. Although there are crystallized
glycoconjugates described in the literature [7] due to the high flexibility of glycosidic linkages in
carbohydrates [8,9] and acyl chains and the consequent high amount of conformers coexisting
in solution, [8,10,11] it is unusual to obtain 3D models for glycoconjugates from crystallographic
methods. On the other hand, NMR methods are the main choice for dealing with such flexible
compounds, for example, if a reasonable amount of ROESY/NOESY contacts are obtained [8]. Still,
the chemical environment in which NMR experiments are performed may not correspond to that of
physiological solutions, with potential conformational influences. In the case of ipomotaosides, the
spectroscopic elucidation was performed on pyridine, a heterocyclic and aromatic solvent that does not
offer a good resemblance to biological media.

Considering the adversities found in obtaining atomistic models for complex carbohydrates and
glycoconjugates in environments mimicking biological solutions, the current work aimed to
characterize ipomotaosides 1-4 in aqueous and pyridine solutions. Therefore, the conformational
characterization of all molecules was included in the manuscript in order to offer to the researcher of
the field additional structural information on this class of compounds. Also, the conformational
ensemble in pyridine was used as reference for spectroscopic validation, and the so-obtained most
abundant conformation of ipomotaoside A in aqueous solution was submitted to docking studies to
provide insights into its inhibitory activity against COXs.

The strategy employed for conformational characterization of ipomotaosides was previously
described [11] and wvalidated against NMR data for compounds such as saponins [12],
exopolysaccharides [13], galactans and fucans [14], and a series of glycoproteins and
glycopeptides [11,15], based on building glycan chains from most abundant conformational states in
solution, as determined by MD simulations. The built molecules were submitted to additional simulations
in order to account to potential inter-residue interactions and, consequently, conformational effects.

2. Results and Discussion
2.1. Dynamics of Isolated Disaccharides

On the basis of the ipomotaosides’ structures, two glycosidic linkages had their conformational
behavior were evaluated by metadynamics, in both pyridine and water: a-L-Rha-(1—4)-a-L-Rha and
a-L-Rha-(1—2)-3-D-Fuc. The obtained patterns point to similar conformations in both solvents, with a
displacement of the global minimum from the northwest to the southwest quadrants upon modification
of rhamnose residue linkage from C-2 (fucose) to C-4 (rthamnose) (Figure 2A,B).

The obtained conformational behavior of ipomotaosides disaccharide units was further compared to
previous crystallographic and molecular mechanics (MM3) data of tricolorin A, the only member of
this class of oligosaccharides with a published crystal structure [7] for the a-(1—2) linkage. The two
main minima are located in similar regions as clearly demonstrated for both works. However, the main
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minimum is inverted, located in the southwest quadrant in MM3 (region in which the crystallographic
geometry was observed), and in the northwest quadrant in GROMOS. Some aspects may be related to
this difference, such as the nature of the force field (united atom or all atom, validated against
condensed or gas phase) and of the employed method (metadynamics or adiabatic maps). Also,
it should be noted that the location of the minimum in pyridine is on the opposite quadrant than the
crystallographic geometry.

Figure 2. (A,B) Conformational behavior of a-L-Rha-(1—2)--D-Fuc and a-L-Rha-(1—4)-
a-L-Rha linkages, as obtained from metadynamics in both pyridine and water;
(C,D) Distribution of ® and ¥ dihedral angles during simulations associated with the
glycosidic linkages of isolated disaccharides. The aqueous solution is represented as black
and the nonaqueous solution (pyridine) is indicated as red.
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Despite the identification of two minima on the metadynamics contour plots, the MD simulations of
both minima populated a single region, corresponding to the global minima (Figure 2C,D), which
could indicate a similar conformational state between the two solvents. Still, glycosidic linkages
presented a more rigid pattern on pyridine than on water, in agreement with the usual choice of the first
for spectroscopic studies. Even being more rigid, the linkages dynamic under pyridine lies within the
conformational behavior observed in water (Figure 2C,D). This data is in agreement with previous
results indicating that pyridine has a discrete effect on molecule conformation [12].
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The conformation observed in water for Rha-(1—2)-B-D-Fuc, with the appearance of a second
minimum at the ® angle, is a result of the hydrogen bonds between water and hydroxyl groups of of
rhamnose C-4 and fucose C-3 (Figure 2C). This behavior is demonstrated at radial distribution
function (Figure S1), where the respective oxygen atoms indicate the presence of a water molecule
during the simulation. The distance between these two oxygen atoms is lower when the water is
present (Figures 2C and S2), showing a solvent influence on @ angle and so resulting on its second
minimum in water.

The most abundant conformational states of each glycosidic linkage were then used as starting
geometries for the construction of complete models of structures 1-4, previously described as a
successful approach to obtain 3D models of glycan chains in solution, [11-13,15] and submitted to
MD simulations for further geometry refinement in the whole molecule scaffold as well as for
conformational sampling.

2.2. Ipomotaosides Dynamics

The MD simulation of complete ipomotaosides allowed a comparison between the conformational
profile adopted by the isolated glycosidic linkages and their behavior when composing the whole
molecules (Table 1 and Figure S3). For the a-L-Rha-(1—2)-B-D-Fuc linkage, upon inclusion within
ipomotaosides in pyridine, a new conformational state, at @ and ¥ angles, is observed in compounds 1,
3, and 4 (Table 1) in comparison to the isolated linkage (Figure 2). Such effect appears to be related to
the rigidity promoted by the macrocycle, more pronounced than the influence of acyl chains (Figure 3
and Figures S4-S6).

Table 1. Dihedral angles from Ipomotaosides glycosidase linkages, as obtained from MD.

Glicosidic Linkage
o-L-Rha’"’-
s u-L-Rha’-(1-2)- o-L-Rha"'-(1—4)-
Compound Condition (1—4)-
p-p-Fuc a-L-Rha’
a-L-Rha"

D Y [0} ¥ (0] W
MD in pyridine —171 + 29 (42%) 79 + 40 (37%) 5+ 23 -85+ 14 “71+11 -81+10

Ipomotaoside 1 —73 £ 28 (58%) —51 %29 (63%) - - - -
MD in water -163 £ 15 86+ 19 —74 +£22 —87 +21 —71+15 -82+12
MD inpyridine  —165+ 14 82+15 =76 £ 14 -83+11 -76+14 -83+11
Ipomotaoside 2 MD inwater —71+ 26 (14%) —51 % 13 (14%) =76 £ 42 —87+19 —78+40 —88+18

—170 £ 31 (86%) 81 = 56 (86%) - - - -
MD in pyridine —183 £ 25 (47%) 76 + 27 (47%) -74£11 -82+10 -75+£14 -82%11

Ipomotaoside 3 =91+ 29 (53%) —35+37 (53%) - - - -
MD in water =173+ 10 87+11 72 +£26 —82+ 13 —77+37 —86+17
MD in pyridine —171 + 25 (43%) 83 + 26 (43%) 71439 -85+ 16 —74+11 —84+10

. -85+ 25 (57%) —31+£40 (57%) 2 - g B

Ipomotaoside 4 s

MD in water -173 09 87 +09 =97 £33 (34%) —83+20(34%) —80+26 —84%15

- - —185 + 18 (66%) —150 + 18 (66%) - -
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Figure 3. Root mean square fluctuation (RMSF) for ipomotaoside A macrocycle and acyl
chains. A tridimensional representation of each structure is highlighted in green, at the top,
and the corresponding RMSF is at the bottom. Aqueous solution is represented in black
and pyridine is indicated in red.

In fact, a similar situation is described in the literature for tricolorin A [7], a glycoconjugate in
which the macrocycle imposes a conformational limit on the linked carbohydrate residues. On the
other hand, the a-L-Rha-(1—4)-a-L-Rha linkage in pyridine and water, outside the macrocycle, shows
no conformational dependence on the entire molecule scaffold (Table 1 and Figure S3), pointing again
to a minor conformational influence of the hydrophobic acyl chains, as demonstrated on tricolorin A [7].

Considering that structures 1-4 have been previously characterized by NMR spectroscopy, [1] the
interproton contacts were used to validate the conformational ensemble obtained from unrestrained
MD simulations (Table 2). As a general feature, most of the experimentally observed contacts between
ipomotaosides protons were properly reproduced on the performed simulations, pointing to a precise
conformational characterization of these compounds in pyridine. These results are in agreement with
previous Calonyctin A restrained MD studies [16], another glycoconjugate of the resin glycoside type,
where the average of NOESY violation is less than 10%. Such results also supported the validity of the
conformational sampling of these compounds in water, since no spectroscopic data is available for
this solvent.

While ipomotaoside A represents a new scaffold to modulate COX [1], future medicinal chemistry
efforts to guide the optimization of its chemical structure may be reinforced by the elucidation of the
inhibitor-enzyme complex 3D structure. Such a complex could also explain the molecular basis for the
activity of these structurally unusual compounds when compared to drugs in clinical use modulating
this enzyme. In this context, the most abundant conformational states of ipomotaoside A in water were
employed in docking studies on both COX enzymes.
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Table 2. Comparison between ROESY * contacts of Ipomotaosides and the interproton
distances from MD Simulations.

Average of Average of
Ipomotaoside Proton1  Proton2 Interproton distance | Ipomotaoside Proton1  Proton2 Interproton distance
from MD (A) from MD (A)

1 Fuc-(H1)  Fuc-(HS) 2402 3 Fuc-(H1)  Fuc-(H5) 24£02

Rha'-(H1)  Fuc-(HI) 2507 Rha'(Hl)  Fuc-(H1) 25£0.7

Rha'-(H1)  Fuc-(H2) 32405 Rha'(H1)  Fuc-(H2) 32404

Rha'-(H1)  Fuc-(H3) 3.4+08 Rha'(H1)  Fuc-(H3) 3.6+08

Rha'-(H1)  Fuc-(H4) 55+05 Rha'{HS)  Fuc-(HI) 4903

Rha"-(H1) Rha'-(H3) 34£03 Rha"-(H1) Rha'-(H2) 4702

Rha"-(H1) Rha'-(H4) 25403 Rha"-(H1) Rha'-(H4) 25402

Rha"-(H1) Rha"-(H4) 26+03 Rha"-(H1) Rha'-(H5) 44+01

2 Fuc-(H1)  Fuc-(HS) 2402 Rha"<(H1) Rha"-(H3) 3302

Rha'-(H1)  Fuc-(H1) 33+£03 Rha"<(H1) Rha"-(H4) 25+£03

Rha'-(H1)  Fuc-(H2) 26403 Rha"<{H1) Rha"-(H5) 44+0.1

Rha'-(H1)  Fuc-(H3) 4401 4 Fuc-(H1)  Fuc-(H5) 24402

Rha'-(H2)  Fuc-(H2) 22£03 Rha'-(H1)  Fuc-(HI) 2507

Rha'-(H2)  Fuc-(H3) 47403 Rha'-(H1)  Fuc-(H2) 3105

Rha'-(H1) Rha'{H3) 3402 Rha'-(H1)  Fuc-(H3) 35+08

Rha'-(H1) Rha'{(H4) 25+03 Rha'-(H1) Rha'-(H4) 25+03

Rha"-(H1) Rha'{(H5) 44£0.1 Rha"-(H1) Rha-(H5) 43+£02

Rha"-(H2) Rha'-(H3) 4103 Rha"<(H1) Rha"-(H4) 25+03

Rha'-(H2) Rha'-(H4) 43+02 Rha"<H1) Rha"-(H5) 44401
Rha"-(H1) Rha"-(H3) 3402 - - -
Rha"-(H2) Rha"-(H3) 41£03 - - -

* ROESY contacts were obtained from previously published NMR Data [1].
2.3. Docking on COX

Since ipomotaoside A binding to COXs is not yet determined [1], docking calculations were
performed on the enzymes’ two catalytic sites, pointing to a better binding to the peroxidase cleft. The
binding energy for ipomotaoside on cyclooxygenase site was extremely positive, suggesting a lack of
binding to this region. This result reinforces the originality of this resin glycosides scaffold, since the
activity of most non-steroidal anti-inflammatory drugs in therapeutic use modulates the cyclooxygenase
site. Also, as no crystallographic structure of COXs is available complexed to compounds modulating
the peroxidase site, its biological substrate, PGGj, was docked for comparison and validation.

Accordingly, PGG; (Figure 4 and Supporting Information, Figure S7) demonstrated an orientation
at peroxidase site in agreement with the catalytic mechanism of the enzyme, interacting directly with
heme through PGG, hydroperoxide. Such an orientation is essential for PGG; to be reduced to
PGH,, and exert its role on inflammatory processes [6], reinforcing the adequacy of the employed
docking proceedings.
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Figure 4. Complexes obtained for PGG; (A,C) and ipomotaoside 1 (B,D) with COX-1 as
derived from docking calculations. Heme group is highlighted in yellow. 2D images,
generated with the PoseView server [17], present only interactions between the ligand and
amino acid residues. Common amino acid residues between PGG,-COX-1 are indicated in red.
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Like PGG,, ipomotaoside A demonstrated a direct interaction between heme and an acyl chain on
both COX-1 and COX-2 (Figure 4 and Supporting Information, Figure S7), suggesting that this acyl
group is the main responsible for the pharmacological effect of ipomotaoside A. Additionally,
hydrophobic amino acids residues from peroxidase site, participating in PGGbinding, also interact
with ipomotaoside (Figure 4 and Supporting Information, Figure S7), emphasizing the similarity of
both molecules’ mechanism of interaction with the target enzyme.

3. Experimental
3.1. Nomenclature, Topologies and Software

The recommendations and symbols of nomenclature as proposed by IUPAC [18] were used. The
relative orientation of a pair of contiguous carbohydrate residues was described by two torsional angles
at the glycosidic linkage, ® and ¥, for o-L-Rha-(1—2)-B-D-Fuc and a-L-Rha-(1—4)-a-L-Rha, as
shown below:

o qal—2:
®=05-C1-01-C2
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¥Y=Cl-01-C2’-Cr’

o ol—4:

®=05-C1-01-C4

¥Y=Cl1-01-C4-C3

Initially, the disaccharide structures were built using MOLDEN, [19] and the topologies of
saccharide residues and ipomotaosides were generated by the PRODRG server [20]. Structures were
manipulated using PyMOL [21]. Simulations and analyses were performed using GROMACS [22]
simulation suite, version 4.5.1, and the GROMOS96 43al [23] force field, while metadynamics
calculations [24] were performed using a modified version of GROMACS 4.5.1 interfaced with the
PLUMED plugin package, version 1.2.2 [25]. The free energy surfaces were obtained through
sum_hills tool from PLUMED package.

3.2. Topology Construction

Each ipomotaoside was built with the most prevalent conformations of its minimal components in
solution (disaccharides). All compounds were built using MOLDEN and submitted to the PRODRG
server to receive their crude topologies and atomic coordinates. HF/6-31""-derived Lowdin atomic
charges, from previous studies [26], and improper dihedrals for maintenance of the conformational
states of the monosaccharides a-L-rhamnose ('Cy), and B-D-fucose (“C1), were included. Additionally,
proper dihedral angles were included according to the GROMOS96 force field. Pyridine solution
values were retrieved from the literature [12].

3.3. Metadynamics

Metadynamics calculations for the isolated disaccharides consisted of 10 ns MD simulations,
employing a height of 0.1 for the Gaussian height, and a ¢ of 0.5 to each of the 0 and ¢ angular
coordinates of Cremer and Pople [27].

3.4. MD Simulations

Each minimum energy conformation of disaccharides, obtained from the metadynamics, as well as
the complete ipomotaosides, was submitted to MD simulations in pyridine and water (SPC water
model) [28] in a triclinic box using periodic boundary conditions. Counterions (Na") were added to
neutralize the system charge when necessary. The systems were submitted to energy minimization by
steepest Descents algorithm and subsequently to MD simulations. The Lincs method [29] was applied
to constrain covalent bond lengths, allowing an integration step of 2 fs. The particle mesh Ewald
method [30] was applied in the calculation of electrostatic interactions. Temperature and pressure were
kept constant by coupling ipomotaosides (or carbohydrates), ions, and solvent to external temperature
and pressure baths, with coupling constants of T = 0.1 and 0.5 ps, respectively. Finally, the simulations
were performed at the constant temperature of 310 K for 0.1 ps.
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3.5. ROESY Signals

ROESY 'H-NMR data for compounds 1-4 [1] was employed to validate the intra-molecular H-H
contacts observed on the performed simulations. The present work is based on a united-atom force
field, which significantly reduce the computational costs, thus allowing faster simulations with longer
time scales. Thus, to allow a comparison of the simulations to ROESY data, nonpolar hydrogens atoms
were added to frames retrieved from trajectories, at every 10 ps, for each ipomotaoside. The correct
geometry and hybridization were respected, and the obtained models were used to calculate the
average interproton distances from simulations.

3.6. Docking Procedures

Docking calculations were performed with Autodock, version 4.2 [31]. COXs from PDB IDs 1Q4G
and 1CVU were used. PGG; was built as described for ipomotaosides. Water molecules were removed
prior to docking procedures. The Lamarckian Genetic Algorithm (LGA) was used to explore the
binding sites. For each run, a maximum number of energy evaluations was set to 250,000,000, and
a maximum number of 27,000 LGA operations was generated on populations of 10 individuals.
In the current work 100 runs were performed, in a population of 1,000 individuals for each ligand.
Crossover, mutation, and elitism were set to 0.80, 0.02, and 1, respectively. All rotatable dihedral
angles of hydrophobic chains were treated as flexible, while ® and ‘¥ dihedral angles of disaccharides
were maintained rigid in the most abundant conformational states. The orientations of ipomotaosides
and PGG:; at the binding site were selected from docked conformations as representative of the lower
energy clusters generated by Autodock. The bidimensional images were generated with the PoseView
server [17].

4. Conclusions

In the present study, ipomotaosides A to D had their tridimensional structures obtained from the
most abundant conformational states of their glycosidic linkages. These compounds were submitted to
refinement under MD simulations in both aqueous and nonaqueous solvents and were compared to
experimental data. A minor influence of pyridine on the compounds dynamic was observed, which
reinforces the validity of the previously described NMR data for the understanding of ipomotaosides’
behavior under biological conditions. The reproduction of inteproton ROESY contacts during
unrestrained simulations on pyridine solvent suggests a precise conformational characterization of
these flexible molecules, offering solution representative geometries for docking calculations. The
so- obtained complexes pointed to ipomotaoside A as an inhibitor of the COX enzymes’ peroxidase
site, in a similar binding to that of PGG,, providing a structural basis for future studies aiming at
optimization of ipomotaosides as potential new anti-inflammatory agents.

Supplementary Materials

Supplementary materials can be accessed at: http://www.mdpi.com/1420-3049/19/4/5421/s1.
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