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RESUMO 

 

O conhecimento da glicobiologia estrutural se mantém como a parte menos 

explorada do estudo de estrutras tridimensionais. Considerando que a glicosilação 

pode estar envolvida em processos biológicos como crescimento celular e 

inflamação o descrever das bases moleculares da interação proteína-carboidrato 

pode auxiliar na compreensão destes eventos. Neste sentido considerando o 

pequeno número de trabalhos avaliando o perfil conformacional de glicoproteínas 

por simulação de dinâmica molecular e RMN este trabalho demonstrou que o campo 

de força GROMOS43a1 é capaz de representar adequadamente um conjunto de 

glicoproteínas tendo como conformação inicial as estrutras determinadas por RMN. 

O próximo desafio foi simular dissacarídeos isolados em solução e comparar o seu 

perfil aos estudos anteriores, o que demonstrou que o conjunto de conformações de 

cada dissacarídeo representa as conformações obtidas em ambos os métodos. Para 

validar o uso de conformações de dissacarídeos como unidades de construção de 

glicanas em glicoproteínas  foi descrita a forma glicosilada das enzimas Cox-1 e 

Cox-2, que não possuíam a estrutura da glicosilação, e as conformações das 

glicanas nestas simulações foram similares as dos dissacarídeos, comprovando que 

as conformações de dissacarídeos podem ser extrapoláveis para construção de 

glicoproteínas. Finalmente foi construída a forma glicosilada da AGP humana, uma 

proteína que possui diferenças funcionais associadas ao perfil das glicanas ligadas. 

Sabe-se que em casos de resposta inflamatória a concentração plasmática da AGP 

pode ser aumentada em até cinco vezes a concentração normal e durante este 

aumento há uma diferença no número de ramificações das glicanas e  presença de 

resíduos de fucose. Foram simuladas três estrutras  AGP, sem glicosilação e 

glicosilada com a presença e ausência de fucoses,. A flexibilidade da estrutura não 

glicosilada é muito maior que das glicoproteínas, mostrando o papel estrutural da 

glicosilação. Adicionalmente foi estudada a interação que a AGP com selectinas, 

proteínas envolvidas nos processos inflamatórios, fornecendo dados preeliminares 

do papel molecular da interação AGP-selectina. 
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ABSTRACT 

 

The knowning of strucutural glycobiology still the less explored area in 

threedimensional structures. Considering the envolviment of glycosylation in 

biological process such cellular grown and inflammation describe the molecular basis 

interactions of protein-carbohidrate may facilitate understanding of these events. In 

this way considering the small number of works evaluated the conformational profile 

of glycoproteins by molecular dynamics simulations and NMR this work demonstrate 

that the GROMOS96 43a1 force field adequately represent a glycoprotein’s 

conformational ensemble taking as the starting geometries, the NMR determined 

structures. The next step is simulate isolated disaccharides in solution and compare 

these proflite with previous work, which demonstrate that the conformational 

ensamble of disaccharides represents the conformations obtain in both methods. To 

validate the use of disaccharides conformations such construct units of glycans in 

glycoproteins, the glycosylated form of Cox-1 and Cox-2 with no previous structure 

were simulated, and the conformations of glycans were similar to disaccharides, 

proving that disaccharides conformations can be extrapolated  to construct 

glycoproteins. Finaly it was construct the glycosylated form of human AGP, a protein 

with functional differentces associated to glycan linked profile. In cases of 

inflammatory response the the plasma concentration can rise up to fivefold and in 

this case the glycans differ in the branching and presence of fucose residues. Three 

structures of AGP were construct, unglycosylated and glycosylated with and without 

fucoses. The structural flexibility of unglycosylated form was higher than the 

glycosylated forms, demonstrated the structural role of glycans. Additionally it was 

study the interaction of AGP with selectins, proteins envolved in inflammatory 

process, supply preliminary data to molecular role of AGP-selectin interaction. 
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1 Introdução 

1.1 Glicosilação de proteínas 

Glicoproteínas são biomoléculas envolvidas em uma grande variedade de 

processos biológicos, incluindo fertilização, defesa imunológica, replicação viral, 

infecções parasitárias, crescimento celular, adesão celular, degradação de coágulos 

e inflamação, dentre outros (Dwek, 1996). São constituídas por uma parte protéica 

ligada a uma porção sacarídica, as quais se associam no ambiente celular em um 

processo denominado glicosilação. Este processo pode ocorrer tanto pós- como co-

traducionalmente em todos os organismos conhecidos, sendo controlada por fatores 

diversos dependentes tanto do tipo celular envolvido como da espécie em questão 

(Spiro, 2002).  

A adição de carboidratos à estrutura protéica envolve uma grande diversidade 

de possíveis monossacarídeos ligados a diversos resíduos de aminoácidos. As 

conexões mais comumente encontradas em glicoproteínas incluem a N-glicosilação 

e a O-glicosilação, identificadas em eucariotos, árqueas e eubactérias (Spiro, 2002; 

Schmidt et al., 2003; Abu-Qarn et al., 2008), embora sistemas como a C-

glicosilação, fosfoglicosilação e glipiação tenham sido descritos. Ao todo, até o 

momento foram identificados cinco tipos de glicosilação, envolvendo treze 

monossacarídeos e oito resíduos de aminoácidos diferentes (Dell e Moris, 2001; 

Spiro, 2002; Pol-Fachin & Verli, 2011). Adicionalmente, mesmo para uma dada 

proteína a glicosilação é um tipo de modificação na estrutura peptídica altamente 

variável, uma vez que uma mesma proteína pode apresentar diferentes tipos de 

glicosilação (Medvedová & Farkas, 2004). 

A síntese de oligossacarídeos na N-glicosilação corresponde ao tipo de 

conexão proteína-carboidrato mais amplamente estudado, tendo parte de suas vias 

biossintéticas e etapas envolvidas já caracterizadas (Helenius & Aebi, 2001). 

Envolve dois possíveis resíduos de aminoácidos, Asn (mais comum) e Arg. 

Particularmente no caso do resíduo Asn, a glicosilação é determinada por uma 

sequência consenso de quatro resíduos de aminoácidos, a saber (Marshall, 1972): 
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N {P} S/T {P} 

 

 Na primeira posição um resíduo de Asn; 

 Na segunda posição qualquer aminoácido que não Pro; 

 Na terceira posição um resíduo de Ser ou Thr; 

 Na quarta posição qualquer aminoácido que não Pro.  

 

Em linhas gerais, o processo de N-glicosilação pode ser descrito por uma série 

de dez passos (Figura 1) (Helenius & Aebi, 2001): 

 

a. Na face citosólica da membrana do retículo endoplasmático (RE) é 

sintetizado um heptassacarídeo (composto por dois resíduos de GlcNAc e cinco 

de Man), conectado a uma molécula de dolicol fosfato; 

b. Este sistema heptassacarídeo-dolicol é translocado para o lúmen do 

RE;  

c. O heptassacarídeo inicial sofre a adição de mais sete resíduos de 

monossacarídeos, incluindo Man e Glc; 

d. O oligossacarídeo então formado é transferido para a cadeia 

polipeptídica nascente, de forma co-traducional, ou ainda de forma pós-

traducional; 

        e/f. A glicoproteína então recém formada sofre ciclos de adição e remoção 

de resíduos de Glc; 

 g. A partir da estrutura sacarídica madura, conclui-se o enovelamento 

correto da estrutura protéica; 

h. A glicoproteína pode ser transferida para o complexo de Golgi para 

posterior processamento ou, em outros casos, ser direcionada para seu local 

de ação. Caso a mesma não passe pelo Golgi, a estrutura sacarídica da 

glicoproteína será aquela determinada pelo sistema oligossacarídico originado 

junto ao dolicol fosfato; 

i.  Remoção de resíduos de Man da(s) cadeia(s) de glicana(s) ligada(s) à 

proteína; 

j.  E etapas posteriores podem envolver ciclos de adição de outros 

resíduos para formação de diferentes estruturas oligossacarídicas, tais como 

GlcNAc, Gal e NeuAc; 
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Figura 1: Processo de biossíntese de um oligossacarídeo N-ligado do tipo complexo. 

As formas azuis representam resíduos de GlcNAc; as rosas, Man; as vermelhas, 

Glc; as verdes, Gal; as cinzas, NeuAc; e as brancas, Fuc. (Helenius & Aebi, 2001, 

adaptado de Pol-Fachin, 2009). 

 

Uma vez alcançado o complexo de Golgi, a estrutura sacarídica da 

glicoproteína recém sintetizada pode ser ainda convertida em diferentes tipos de 

glicanas, dependendo da proteína a que esse carboidrato está ligado e de fatores 

teciduais celulares e metabólicos, (Spiro, 2002). Estes oligossacarídeos sintetizados 

podem ser classificados em três grupos principais: I) oligomanose (ou high manose), 

quanto todos os resíduos de carboidrato substituintes são Man; II) complexo, quando 

estes resíduos são de qualquer outro monossacarídeo; e III) híbridos, quando parte 

das ramificações mantém somente resíduos de Man e parte tem inseridos outros 

tipos de monossacarídeos (Figura 2) (Dwek, 1996). 
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Figura 2: Tipos de oligossacarídeos que podem ser encontrados ligados em N-

glicosilação. 

 

Resultados obtidos em modelos animais encontraram evidências de que os 

tipos de oligossacarídeos, ligados a uma dada proteína, podem mudar durante o 

desenvolvimento do organismo, assim como tipos específicos de glicanas podem ser 

expressos em diferentes estágios da diferenciação e até ser expressa mais de um 

tipo de glicosilação simultameamente para a mesma proteína (Cipollo et al., 2005). 

Tal miríade de padrões de glicosilação sugere uma enorme plasticidade estrutural e 

funcional para glicoproteínas (Fukuda, 1991; Saéz et al., 2001), o que pode estar 

relacionado à sua presença ubíqua nos organismos – estima-se que 70% das 

proteínas possuam sítios para N-glicosilação (Varki, 2002) e que mais de 50% de 

todas as proteínas na natureza sejam glicosiladas (Lutteke et al., 2006). Exemplos 

da plasticidade de funções de glicanas a partir de mudanças na sua composição 

sacarídica podem ser encontradas em patologias como câncer (Couldrey & Green, 

2000; Gunnarsson et al., 2007; Takahashi et al., 2008) e um grupo de patologias 

derivadas de defeitos no processo de N-glicosilação, ao que se denomina síndrome 

de glicoproteínas com deficiência de carboidratos (Jaeken & Carchon, 1993). 

Em comparação à N-glicosilação, a ligação O-glicosídica apresenta maior 

variabilidade considerando-se a elevada quantidade de aminoácidos envolvidos, i.e. 

Ser, Thr, Tyr, Hyp e Hyl. Esta variedade pode estar relacionada à dificuldade 

encontrada até o momento no estabelecimento de seqüências consenso associadas 

à O-glicosilação (Spiro, 2002). No entanto, o desenvolvimento de bases de dados e 
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algoritmos de predição (Gupta et al., 1999; Li et al., 2006) possibilitaram a 

identificação de algumas propriedades das regiões de O-glicosilação, tais como a 

preferência por aminoácidos como Pro e aversão por aminoácidos aromáticos nas 

regiões adjacentes à ligação proteína-carboidrato (Thanka Christlet & Veluraja, 

2001).  

A síntese da O-glicosilação é atribuída a vias diferentes entre eucariotos e 

eubactérias (que não são capazes de realizar N-glicosilação). Em eubactérias, a 

ligação de carboidratos a proteínas ocorreria através da transferência pós-

traducional de monossacarídeos isolados como GalNAc, Man, Xyl e Fuc adicionadas 

a aminoácidos que possuam um grupamento hidroxila livre em polipeptídeos já 

enovelados (Imperiali & Hendrickson, 1995). 

Tendo sido descritos apenas recentemente, e somente em eucariotos, pouca 

informação encontra-se disponível para fosfoglicosilação e C-glicosilação. Em linhas 

gerais, a fosfoglicosilação se caracteriza pela ligação de oligossacarídeos a resíduos 

de Ser ou Thr via ligações fosfodiéster (Mehta et al., 1996; Haynes, 1998). Já a C-

glicosilação ou C-manosilação é a ligação de um resíduo de α-Man adicionado ao 

grupamento indol de um Trp presente na primeira posição da seqüência consenso 

Trp-X1-X2-Trp/Cys. Essa ligação é favorecida quando X1 é um aminoácido pequeno 

ou polar, como Ser, Ala, Gly ou Thr, e desfavorecida quando X1 é Phe ou Leu 

(Hofsteenge et al., 1994; de Beer et al., 1995; Krieg et al., 1998; Doucey et al., 1998; 

Julenius, 2007). 
 

Por fim a glipiação, identificada em eucariotos e árqueas (Spiro, 2002), envolve 

a ligação de GPI à região C-terminal de polipeptídeos visando ancorar a proteína, 

glicoproteína ou proteoglicana à superfícies celulares (Low, 1989; Paulick & Bertozzi, 

2008). 

 

1.2 Um caso de estudo: glicoproteína 1-ácida (AGP) humana 

A AGP humana é uma glicoproteína plasmática, também conhecida como 

orosomucoide, caracterizada inicialmente em 1950 como cristais isolados de uma 

fração plasmática (Schmid, 1950; Schmid, 1953) (Figura 3). Com relação às 

proteínas plasmáticas, a AGP só é menos abundante que a albumina. Dentre as 

suas características principais estão ser uma proteína incomum com um ponto 

isoelétrico muito baixo (entre 2,8 e 3,8) e um alto conteúdo de carboidratos (cerca de 
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45% de sua massa molecular), distribuídos em cinco sítios de glicosilação. Isto a 

torna umas das glicoproteínas conhecidas com maior teor de carboidratos em 

relação à sua massa total (Fournier et al. 2000). Embora a função da AGP não seja 

completamente entendida, ela é considerada um agente antiinflamatório e 

imunomodulatório natural, e esta atividade imunomodulatória é dependente de sua 

glicosilação (Fournier et al., 2000). 

 

 

Figura 3: Cristais de AGP isolados em 1950 por Schmid. 

 

A AGP circulante possui de 41 a 43 KDa, incluindo duas isoformas de 183 

aminoácidos (apenas 22 aminoácidos diferem entre as duas variantes, ORM1 e 

ORM2). A variante ORM2 é expressa pelos genes  AGP-B e  AGP-B’ e sua 

expressão é pelo menos cem vezes menor que o ORM1. Já a variante ORM1 é 

produto do gene AGP-A, expresso principalmente em hepatócitos e o único 

responsável pela resposta de fase aguda. Sua expressão é regulada por várias 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-6 e IL-12, e glicocorticóides. Entretanto, existem 

relatos de síntese extra-hepática da AGP, relacionada principalmente à respostas de 

fase aguda (Fournier et al. 2000). De fato, sua concentração plasmática pode estar 

aumentada em até cinco vezes em processos inflamatórios (Schonfeld et al., 2008), 

o que a torna a proteína majoritária na resposta inflamatória de fase aguda 

(Fournier, et al., 2000). 

Estruturalmente, a AGP possui duas pontes dissulfeto entre os resíduos Cys5-

Cys147 e Cys72-Cys165 (Schmid et al., 1974). Seu enovelamento foi proposto como 

do tipo lipocalina a partir da comparação de sua seqüência com outras estruturas 

homólogas ou similares e de estudos de dicroísmo circular (Rojo-Rodriguez & 

Hernandez-Aranha, 1993, Kodicek et al., 1995). Esta proposta foi posteriormente 
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confirmada com a determinação da estrutura tridimensional da AGP humana por 

cristalografia de raios-X (Schonfeld et al., 2008).  

Os dados cristalográficos indicaram que a AGP apresenta oito -hélices e nove 

fitas- antiparalelas, fitas estas que formam a cavidade central da proteína, definindo 

um barril-. Neste barril forma-se uma cavidade envolvida na ligação e carreamento 

de fármacos (Wassan et al., 2008) (Figura 4).  

Juntamente com a albumina e lipoproteínas, a AGP é um dos mais importantes 

transportadores de fármacos no plasma. Pode se ligar a uma grande variedade de 

compostos, preferencialmente de natureza básica ou neutra, dado seu baixo ponto 

isoelétrico, o que faz uma contrapartida à albumina, que liga-se a compostos ácidos 

(Kremer, 1988). Sua importância na ligação a fármacos faz da AGP uma proteína 

essencial para o estudo e desenvolvimento de novos agentes candidatos a fármacos 

(Fuse et al., 1999, Parikh et al., 2000). 

 

 

Figura 4: A) Representação esquemática da estrutura secundária da AGP 

evidenciando o arranjo de fitas- antiparalelas (amarelo) que caracteriza o 

enovelamento do tipo lipocalina. A estrutura tridimensional da AGP em duas 

representações com a mesma orientação, hélices e fitas (B) e superfície (C) 

evidenciando que este arranjo de fitas forma uma cavidade central na proteína, 

envolvido na ligação a fármacos.  

 

1.2.1 A estrutura de glicosilação da AGP 

Considerando-se o grande espectro de funções apresentado pela AGP, assim 

como o fato de que quase metade de sua massa é composta por carboidratos, pode-

se considerar que a elucidação de sua estrutura de glicosilação poderá oferecer 

importantes contribuições para o entendimento de sua biologia estrutural e função 

biológica. De acordo, é relatado que a adição de carboidratos a uma dada estrutura 
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protéica é capaz de influenciar diversas de suas propriedades, tais como resistência 

a desnaturação, aumento de solubilidade, prevenir agregação e alterar o 

reconhecimento entre proteínas e de proteínas com carboidratos (Varki, 1993; 

Skropeta, 2009).  

Diversos estudos (Stubbs et al., 1997; Fournier et al., 2000; Sei et al., 2002; 

Nakano et al., 2003; Nagy et al., 2004), principalmente aqueles empregando 

espectrometria de massas, vêm se dedicando à identificar as glicanas mais 

comumente ligadas na AGP. Assim, algumas características foram associadas aos 

oligossacarídeos de posições específicas desta glicoproteína (Treuheit et al., 1992; 

Fournier et al., 2000): 

 O sitio de glicosilação no resíduo Asn15 nunca carrega um 

oligossacarídeo tetra-ramificado e geralmente carrega um 

oligossacarídeo tri-ramificado; 

 O sitio de glicosilação no resíduo Asn38 nunca carrega oligossacarídeos 

com fucose, e geralmente carrega oligossacarídeos bi-ramificados; 

 O sitio de glicosilação no resíduo Asn75 nunca carrega um 

oligossacarídeo bi-ramificado; 

 Os sítios de glicosilação nos resíduos Asn54, Asn75 e Asn85 

apresentam geralmente oligossacarídeos tetra-ramificados; 

A despeito destes trabalhos, a estrutura de glicosilação exata da AGP, 

incluindo a abundância relativa do tipo de glicosilação associado a cada posição de 

N-glicosilação na AGP, ainda não foi relatada. Contudo, dados anteriores 

apresentam os oligossacarídeos mais abundantemente ligados a AGP (Figura 5). 

Entretanto as ligações dos NeuAc com as Gal, que são os resíduos mais 

comumente encontrados nas terminações das glicanas associadas a AGP, não 

puderam ser identificados (Fournier et al., 2000; Sei et al., 2002). 

A determinação da estrutura sacarídica da AGP encontra ainda dificuldades 

adicionais. Processos inflamatórios não somente podem interferir no nível de 

expressão da AGP como também na sua composição. Grupos de pesquisa vêm 

demonstrando que durante o choque séptico o grau de ramificação e o conteúdo de 

resíduos de fucose são aumentados (Graaf, et al., 1993; Linden et al., 1996; 

Olewicz-Gawlik et al. 2007; Levander, et al., 2009).  
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Figura 5: Oligossacarídeos mais abundantes encontrados ligados AGP. Adaptado de 

Sei et al., 2002. 

 

Esta adição de resíduos de fucose tem uma importante implicação funcional.  

Ao ser adicionado às árvores de carboidratos da AGP, em posições específicas, 

este resíduo origina um epítopo tetrassacarídico denominado Sialil Lewis x (SLeX)  

(Fournier, et al., 2000) (Figura 6).  

Este grupamento é relatado na literatura como envolvido em processos de 

reconhecimento de uma classe de lectinas com função imunomodulatória, as 

selectinas (Foxall, et al., 1992; Laski, 1992; Somers et al., 2000). Selectinas são uma 

família de glicoproteínas de superfície celular responsáveis por eventos de adesão 

no reconhecimento de leucócitos em sítios de inflamação e a migração destes para 

o tecido linfático. Existem três tipos de selectinas, a E-selectina e a P-selectina são 

induzidas na superfície do endotélio vascular como resposta ao estímulo 

inflamatório, mas com diferentes relações de expressão cinética. A L-selectina é 

expressa constitutivamente nos leucócitos com a função de amplificar o processo 

inflamatório promovendo interações entre leucócitos ou entre leucócitos e endotélio 

(Kansas, 1996; Vestweber & Blanks, 1999; Somers et al., 2000). 
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O SLeX é o principal ligante fisiológico das moléculas de células de adesão 

como a E-selectina e a P-selectina, envolvidas na adesão de neutrófilos, monócitos, 

ou células T em repouso, ou ainda plaquetas durante a inflamação (Lasky, 1992).  

Desta forma, a inserção de resíduos de fucose nas glicanas da AGP, dando 

origem ao grupamento SLeX durante o processo inflamatório torna possível a 

ligação da AGP tanto à E-selectina como com a P-selectina endoteliais, competindo 

com os leucócitos que expressam naturalmente o ligante das selectinas, o SLeX  

(Fournier et al., 2000). Consequentemente, esta ligação pode representar um 

mecanismo de inibição do extravasamento leucocitário no tecido inflamado uma vez 

que a AGP bloquearia a ligação da selectina com o leucócito (Fournier et al., 2000). 

Conforme dados anteriores, o SLeX está presente apenas nos 

oligossacarídeos tri ou tetra ramificados da AGP (Fournier et al., 2000) e somente 

nas posições Asn54, Asn75 e Asn85, o que justifica também o aumento do grau de 

ramificação em casos de choque séptico. Neste contexto, trabalhos posteriores 

relacionam o aumento das ramificações e formação de SLeX na AGP a casos de 

câncer e outras doenças que possuam reações de fase aguda (Fournier et al., 2000, 

Gunnarsson et al., 2007). Como exemplo, pode-se mencionar o estudo de Imre e 

colaboradores onde o perfil de glicosilação da AGP de pacientes saudáveis é 

claramente diferenciado de pacientes com câncer (Imre et al., 2008)  

 

 

Figura 6: Tetrassacarídeo do tipo SLeX. Este fragmento sacarídico é encontrado 

frequentemente ligado a oligossacarídicos da AGP mas somente nas posições 

Asn54, Asn75 e Asn85 e principalmente em casos de aumento da concentração de 

AGP plasmática em inflamações, respostas agudas.  

 

1.3 Estrutura e conformação de proteínas 

O conhecimento de estruturas tridimensionais de proteínas tem um papel 

extremamente importante dentro da biologia molecular. O papel de destaque dos 

esforços de caracterização da estrutura tridimensional de proteínas pode ser 

evidenciado no número crescente de estruturas depositadas no PDB (Tabela 1) 

(Berman et al., 2000). Neste processo, dois métodos apresentam importância e 

papel destacados: a cristalografia de raios X e a RMN. 
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Tabela 1: Dados de Estruturas depositadas no PDBa 

Método 

experimental 
Proteínas 

Ácidos 

nucleicos 

Complexos 

Prot/AcNuc  
Outros Total 

Raio X 57073 1252 2736 17 61078 

RMN 7599 933 167 7 8706 

Microscopia 

eletrônica 
233 22 85 0 340 

Híbrido 26 1 1 1 29 

Outro 129 4 4 13 150 

Total 65060 2212 2993 38 70303 

aDe acordo com «http://www.pdb.org/pdb/statistics/holdings.do» em 7JAN2011. 

 

Conforme pode ser observado na Tabela 1, a cristalografia de raios X constitui-

se na principal fonte de novas estruturas de proteínas. Esta é a principal técnica 

para a obtenção de estruturas tridimensionais de proteínas e, em linhas gerais, está 

baseada na obtenção de cristais regulares que ao serem submetidos a uma fonte de 

raios X produzindo perfis de dispersão diferente em cada parte do cristal. Esta 

amplitude de radiação dispersa por um ponto é proporcional a densidade eletrônica 

neste ponto (Leach, 2001). A cristalização de proteínas, entretanto, é um processo 

lento, complexo e, algumas vezes, impossível de realizar-se. As dificuldades 

abrangem tanto o processo de produção e purificação da proteína de interesse 

quanto a indução da cristalização e o transporte dos cristais (Branden & Tooze, 

1999). 

Entretanto pela necessidade de obtenção de cristais, as condições 

empregadas na tentativa de sua obtenção costumam envolver ambientes de 

hipersaturação, onde as unidades proteicas ficam demasiadamente próximas umas 

das outras, ocasionando contatos não biológicos que podem, em algumas situações, 

modificar a conformação da proteína (Carugo & Argos, 1997; Eval et al., 2005). As 

regiões mais suscetíveis a essas alterações são, geralmente as, áreas da superfície 

da proteína, como alças, por apresentarem maior flexibilidade e menor ancoramento 

a outros elementos de estrutura secundária (Copié et al., 1998; Andrec et al., 2007). 

Em contrapartida, a resolução da estrutura tridimensional de proteínas através 

da técnica de RMN baseia-se na resolução de sinais de NOESY de átomos 
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(geralmente hidrogênios) que estão próximos no espaço mas que podem estar 

separados por muitas ligações químicas (Leach, 2001). Em proteínas devido a 

quantidade de átomos envolvidos a técnica se torna complexa, sendo aplicada 

geralmente a proteínas com aproximadamente 35 KDa, entretanto fato das proteínas 

estarem em solução e a possibilidade de produzir diversas conformações para uma 

mesma solução torna a técnica adequada para descrever sistemas em solução 

(Branden & Tooze, 1999).  

A obtenção de dados pela técnica de RMN em solução traz algumas vantagens 

em relação à cristalografia como, por exemplo, a possibilidade de se empregar 

condições com concentrações de proteína mais próximas daquelas observadas 

fisiologicamente evitando, assim, efeitos conformacionais devido ao empacotamento 

cristalino, assim como a obtenção de uma variedade de conformações e não uma 

estrutura média das conformações (Branden & Tooze, 1999). Entretanto estudos de 

cristalografia onde mais de um modelo cristalográfico é resolvido para uma mesma 

estrutura podem auxiliar no entendimento de propriedades dinâmicas de proteínas 

em regiões de alta flexibilidade (Navarro, et al., 2007). 

 

1.4 Estrutura e conformação de carboidratos 

Carboidratos são moléculas biológicas compostas principalmente por carbono, 

oxigênio e hidrogênio abundantes na natureza. Eles podem ser encontradas em 

vários componentes da dieta animal, em materiais estruturais de plantas (celulose) e  

em peptídeoglicanos de bactérias, além de funções biológicas como sinais de 

reconhecimento de superfície celular para anticorpos, hormônios, toxinas entre 

outros (Rao, et al., 1998). 

A unidade básica de uma molécula de carboidrato é conhecida como 

monossacarídeo, representada pela fórmula geral CnH2nOn. Sendo o número de 

carbonos variável entre três unidades (treoses) até seis unidades (hexoses). Uma 

das características marcantes de carboidratos é a presença de centros quirais nos 

carbonos, fazendo que os mesmos tenham tanto isômeros como enantiômeros. Em 

solução, carboidratos com mais de quatro carbonos geralmente estão na forma 

cíclica, que cria mais um carbono quiral na posição um da molécula sacarídica, 

conhecido como carbono anomérico (Rao, et al., 1998). 
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Dentre os carboidratos mais abundantes encontrados temos os 

monossacarídeos cíclicos de pentoses (furanoses) e hexoses (piranoses) que, assim 

como aminoácidos e ácidos nucléicos, são unidades de formação de cadeias, os 

polissacarídeos. Entretanto na formação de cadeias oligossacarídicas carboidratos 

se diferenciam de outras classes de macromoléculas por duas importantes 

características: I) eles podem ser altamente ramificados, e II) suas unidades 

anoméricas podem se ligar umas as outras de diferentes formas. Estas 

características dão aos carboidratos uma grande variedade de estruturas possíveis, 

o que aumenta muito a complexidade do estudo conformacional e estrutural destas 

moléculas (Varki, 1993; Dwek, 1996). A ligação de carboidratos a proteínas pode 

acontecer com oito aminoácidos diferentes e treze diferentes tipos de dissacarídeos, 

o que devido ao carbono anomérico onde é feita a ligação produz 31 combinações 

diferentes só de ligação de carboidratos a proteínas (Spiro, 2002). Além disso 

aminoácidos a ácidos nucléicos se ligam somente de uma forma uns aos outros 

enquanto carboidratos podem estar ligados em quatro carbonos diferentes (12, 3, 

4 ou 6) (Spiro, 2002). 

A conformação de carboidratos é usualmente descrita de acordo com as 

recomendações da IUPAC (IUPAC-IUB, 1980; IUPAC-IUB, 1983), segundo as quais 

o arranjo espacial dos átomos de um monossacarídeo piranosídico, em sua forma 

cíclica, é determinado por uma letra maiúscula, em itálico, designando a forma do 

anel, e por números, responsáveis pela distinção das possíveis variantes 

conformacionais para um mesmo resíduo, como nas formas de cadeira 4C1 e 1C4 

(Figura 7A e 7B). Adicionalmente, monossacarídeos podem assumir os estados 

configuracionais dextrógiro (D-) ou levógiro (L-), que diferenciam-se pela organização 

espacial de seus substituintes (Figura 7C e 7D), e podem ser encontrados, ainda, 

nos estados anoméricos α e , no que tange à posição axial ou equatorial de seu 

substituinte na posição C1 (Figura 7D e 7E). 
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Figura 7: Variantes conformacionais e configuracionais associados a 

monossacarídeos: conformações do anel piranosídico (A e B), estados levógiro (C) 

ou dextrógiro (D) e estado anomérico α ou  (D e E). Nessas representações, a 

glicose é usada como modelo. 

 

Como resultado das propriedades tanto das unidades monossacarídicas 

quanto das suas interconexões, carboidratos se apresentam como moléculas 

extremamente flexíveis, com múltiplos estados conformacionais simultaneamente 

co-existindo em solução (Spiro, 2002). Isto gera uma série de implicações para 

estudos buscando sua determinação estrutural, particularmente aqueles em nível 

atomístico. De fato, são bastante raras as estruturas tridimensionais de 

glicoproteínas depositadas no PDB, sejam elas obtidas por métodos de RMN 

(Tabela 2) ou cristalografia de raios X.  

 Por exemplo, no que concerne à metodologia de cristalografia de raios X, esta 

flexibilidade pode resultar em dificuldades na obtenção tanto de cristais quanto de 

densidades eletrônicas adequadas ao redor das estruturas sacarídicas 

comprometendo, assim, a determinação adequada de sua estrutura e conformação 

(Petrescu et al., 1999).  Dessa forma, não são incomuns erros na determinação do 

estado anomérico ou a obtenção conformações distorcidas para os 

monossacarídeos estudados (Lütteke et al., 2004), ou ainda na orientação relativa 

de dois resíduos unidos através de uma ligação glicosídica (Lütteke, 2009). A 

dimensão deste problema pode ser evidenciada em um estudo sugerindo que 

aproximadamente um terço das estruturas depositadas no PDB contendo 
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carboidratos apresenta erros importantes com relação a estrutura glicídica (Crispin 

et al., 2007; Berman et al., 2007). 

 

Tabela 2: Estruturas tridimensionais de glicoproteínas e polissacarídeos 

determinados por RMN. 

Moléculas Número de 

monossacarídeosb 

Código 

PDB Geral Específicaa 

Glicoproteína 

α-hCG 9 1HD4 

Domínio de adesão – CD2  9 1GYA 

Calcitonina 8 1BZB 

Gliprot. N-ligada de C. jejuni 7 2K33 

Domínio extracelular – CD152  4 1AH1 

CD59 3 1CDR 

Fator de crescimento epidermal 2 2RQZ 

Conotoxina – Conus textile 2 1WCT 

Domínio EGF – fVIIa 1 1FF7 

Domínio lectina – Latrofilina 1 2JXA 

Domínio – Fibronectina 1 1E88 

Domínio – Fibronectina 1 2FN2 

Toxina – Corynespora cassiicola 1 2HGO 

Domínio EGF – Trombomodulina 1 1DQB 

Polissacarídeo 
Heparina 12 1HPN 

Ácido hialurônico 8 2BVK 

a Referências, em ordem de aparecimento: Erbel et al., 2000; Wyss et al., 1995; 

Hashimoto et al., 1999; Metzler et al., 1997; Slynko et al., 2009; Fletcher et al., 1994; 

Hosoguchi et al., 2010; Rigby et al., 1999; Kao et al., 1999; Vakonakis et al., 2008; 

Pickford et al., 2001; Sticht, et al., 1998; Barthe et al., 2007; Wood et al., 2000; 

Mulloy et al., 1993; Almond et al., 2006; 

b Número de monossacarídeos unidos em um único oligossacarídeo. 

cRevisado em 15JAN2011. 

 

Em se tratando da técnica de RMN, o desafio se concentra em resolver os 

sinais de NOE tanto devido a flexibilidade dos glicídeos, produzindo mais sinais de 



 32 

NOE intra-resíduo do que inter-resíduo. A flexibilidade das glicanas ainda produz 

mais um problema na determinação do RMN: a obtenção do sinal de NOE é 

realizada numa escala de tempo entre 50 ms e 1s o que, pra sistemas mais rígidos 

como proteínas, não produz maiores interferências. Entretanto, para sistemas muito 

flexíveis como carboidratos, é produzido um conjunto de dados complexo onde as 

conformações encontradas podem tanto representar uma população real de 

confôrmeros como descrever algumas conformações médias durante o tempo de 

medida que não correspondem a conformações existentes em solução (Cumming & 

Carver, 1987; Woods, 1998; Wormald et al., 2002). Porém, mesmo diante de 

algumas dificuldades, esta é a técnica preferencial para a determinação de 

estruturas de glicoproteínas por determinar um conjunto de estruturas com 

diferentes confôrmeros, que é o que melhor representa os carboidratos (Woods, 

1998;). 

Desta forma, o estudo da estrutura e da conformação de carboidratos pode se 

beneficiar enormemente com o emprego de técnicas complementares, capazes de 

auxiliar no entendimento da relação entre a dinâmica e a função biológica destas 

moléculas. No contexto da presente Tese, uma área que vem oferecendo importante 

contribuições pode ser encontrada nas técnicas de modelagem molecular, como 

simulações por DM (Dwek, 1996; Woods, 1998; Perez & Mulloy, 2005), como será 

visto a seguir.  

 

1.5 Caracterização conformacional de biomoléculas através de 

DM 

Historicamente, o uso da DM como um procedimento baseado na computação 

do movimento de átomos em uma molécula remonta da década de 1950 (Margin & 

Elliot, 2010). Especificamente para o uso em sistemas biológicos, a DM começou a 

ser utilizada em 1977 (McCammon et al., 1977), com o estudo de um sistema 

protéico envolvendo o inibidor de tripsina pancreática bovina (TFPI). Atualmente, é 

uma  ferramenta amplamente difundida, empregada na investigação da estrutura e 

dinâmica de biomoléculas em geral. O emprego de simulações de DM abrange 

desde a caracterização da interação de compostos às suas proteínas-alvo, 

desnaturação e enovelamento protéicos (Ponder & Case, 2003), até o estudo de 
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exopolissacarídeos bacterianos (Castro et al., 2009) e do movimento de tRNAs no 

ribossomo (Sanbonmatsu et al., 2005). 

Basicamente, a DM resolve as equações do movimento de Newton em função 

do tempo: 



d2ri
dt2


Fi
mi

 

, sendo d2ri(t)/dt2 a aceleração de uma partícula i, mi sua massa e Fi a força sobre 

este átomo em um determinado instante t. Quando esta equação é resolvida para 

uma sucessão de instantes t, sobre todos os átomos do sistema, gera uma trajetória 

de movimento das moléculas em estudo, em nível atomístico, como função do 

tempo (Leach, 2001). 

A integração dos componentes é realizada de forma que uma força Fi acarreta 

uma aceleração sobre um determinado átomo i e, em conseqüência, causa uma 

mudança de sua posição num intervalo de tempo t relativo à aceleração. Esta 

equação, entretanto, não é capaz de determinar a magnitude e a direção da força Fi 

sobre os átomos do sistema, nem sua relação com as características químicas de 

cada molécula em estudo (Leach, 2001).  

O cálculo destes parâmetros é feito em função de mudanças nas energias 

potencial e cinética (V) entre a posição atual e a posição seguinte (a que 

representará o próximo passo da simulação, e assim sucessivamente) sobre cada 

átomo separadamente, a partir de suas coordenadas atômicas (de ri a rn), sendo 

então descrita por, desta forma a equação anterior pode ser reescrita como: 



Fi 
V(ri,...rn)

ri
 

Esta equação irá representar uma superfície de energia potencial relacionada a 

cada tipo de molécula, sendo descrita pelo denominado Campo de Força (V) 

(Schlick, 2006). 

O campo de força pode ser definido como um conjunto de funções e 

parametrizações usadas em cálculos de mecânica molecular (de Sant’Anna, 2002), 

incluindo, no caso do campo de força GROMOS96 43a1 (van Gunsteren et al., 

1996), empregado na presente Tese. Então o campo de força em questão será 

definido pelos seguintes somatórios: 

Termos de estiramento de ligação química (b): 
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

ligação

 1/2Kb[bb0]2 

Somando-se a este temos os termos de estiramento dos ângulos de ligação de 

valência (): 



1/2K [ 0]
2

ângulo

  

 Termos quiralidade ou de definição de deformação de átomos em um plano ou 

estereoquímica (diedros impróprios) (): 



1/2K

[ 0]2

diedros
improprios

  

E finalmente o termo para torção dos ângulos de diedros próprios (): 



K[1cos(n )]
diedros

  

Além destas temos os termos de interações intermoleculares, que são termos 

não ligados como interações coulômicas e interações de van deer Waals: 



[C12(i, j)/rij
12 C6(i, j)/rij

6 qiq j /40rrij)]
pares(i, j)

  

A soma destes fatores corresponde ao termos do campo de força (V). 

Diversos campos de força estão disponíveis para simulações de DM, tendo 

sido a maioria parametrizada para o estudo de proteínas. Dentre estes, merecem 

destaque, por seu amplo uso na literatura, AMBER (Case et al., 2005), CHARMM 

(MacKerell et al., 1998), CVFF (Kitson & Hagler, 1988), TRIPOS (Clark et al., 1989), 

OPLS (Jorgensen et al., 1988) e GROMOS96 (van Gunsteren et al., 1996).  

No entanto, embora a maioria dos campos de força disponíveis seja capaz de 

lidar com proteínas, existe uma carência de parâmetros específicos para outras 

classes de biomoléculas, tais como ácidos nucléicos, lipídios, compostos sintéticos 

e, especificamente no âmbito da presente Tese, carboidratos (Pérez et al., 1998). 

Neste caso, a presença de diversos grupos altamente polares, a elevada 

flexibilidade das ligações glicosídicas e as diferenças nas propriedades eletrônicas 

que podem ocorrer durante modificações conformacionais dificultam a 

parametrização de campos de força para estes compostos (Pérez et al., 1998).  

Um dos maiores desafios associados à caracterização conformacional de 

carboidratos, tanto do ponto de vista experimental quanto teórico, envolve a ligação 

glicosídica, ponto de conexão entre duas unidades monossacarídicas extremamente 
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flexível (Woods, 1998). Enquanto alguns campos de força colocaram parâmetros 

adicionais para descrever glicídeos, outros buscaram aumentar sua acurácia se 

dedicando especificamente para descrever carboidratos e, por conseguinte, 

limitando sua habilidade em descrever os outros tipos de moléculas, como peptídeos 

e proteínas em glicopeptídeos e glicoproteínas, respectivamente (Rutherford et al., 

1993). 

Dentre os campos de força utilizados para determinação da conformação de 

carboidratos existe um tipo que considera apenas as interações de van der Waals, 

com exceção apenas ao ângulo. Este modelo, conhecido como campo de força de 

esfera rígida exo-anomérica (HSEA) (Bock, 1983; Thogersen et al., 1982), obteve 

modelos para monossacarídeos e dissacarídeos compatíveis com resultados de 

RMN (Thogersen et al., 1982; Lemieux & Bock, 1983), embora ignore 

completamente os efeitos eletrostáticos, como as ligações de hidrogênio e 

interações dipolares (Woods, 1998). 

Outra classe de campos de força aplicados a glicanas são os campos de força 

usualmente aplicados para a simulação de proteínas, onde a energia potencial é 

expressa como somatório das componentes de ligação, ângulos, diedros e 

interações não-ligadas. A partir da inclusão de parâmetros específicos para 

carboidratos, os campos de força AMBER (Case et al., 2005), CHARMm (MacKerell 

et al., 1998), GROMOS (van Gunsteren et al., 1996), CVFF (Kitson & Hagler, 1988) 

e TRIPOS (Clark et al., 1989) também foram empregados com sucesso para a 

modelagem deste tipo de biomoléculas (Woods, 1998). Entretanto de uma maneira 

geral, estudos comparando alguns dos principais campos de força para carboidratos 

atualmente disponíveis indicam que nenhum deles é consistentemente melhor que 

os demais, mas que abordagens específicas, seguidas por cada um deles, podem 

ser melhores para estudar diferentes aspectos desses compostos (Martín-Pastor et 

al., 1996; Peréz et al., 1998; Corzana et al., 2003; Hemmingsen et al., 2004). 

Considerado uma exceção entre os campos de força para carboidratos, os 

campos MM2 (Allinger, 1977) e MM3 (Allinger et al., 1989) têm sido utilizados para o 

estudo das conformações de mono e dissacarídeos. São campos de força com 

maior complexidade matemática, o que permite uma melhor avaliação do geometria 

dos carboidratos em relação aos campos de força acima citados. Entretanto, estes 

campos possuem uma limitação em tratar de simulações em ambiente aquoso com 
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qualquer modelo de água disponível, tendo seu uso limitado a estudo de fase 

gasosa e minimização de energia (Woods, 1998).  

Neste contexto os mapas de contorno produzidos nos campo de força MM2/3 

são referência em se tratando de conformações de dissacarídeos. O portal 

GLYCOSCIENCES.de (Lutteke et al., 2006) possui um banco de dados com 

diversos mapas de contorno para dissacarídeos produzidos nestes campos de força, 

assim como para outros campos de força, chegando a em torno de 3000 mapas, 

entretanto a grande maioria destes mapas é de dissacarídeos idênticos e 

geralmente gerados nos campos de força MM2/3. 

Nesse sentido, o Grupo de Bioinformática Estrutural vem se dedicando ao uso 

e desenvolvimento de estratégias de modelagem molecular úteis na descrição e 

caracterização de carboidratos e glicoconjugados em geral. Esse empenho centra-

se no emprego do campo de força GROMOS96 43a1 (van Gunsteren et al., 1996), 

um campo de força do tipo átomo unido que, por conseguinte, reduz o custo 

computacional associado aos cálculos, dentro da plataforma GROMACS (van der 

Spoel et al., 2005). Este pacote de programas é conhecido na literatura como um 

dos mais rápidos, se não o mais rápido, dedicado à realização de simulações de 

DM. Esta associação de campo de força e programa ágeis nos permite obter 

resultados robustos para grandes sistemas moleculares em um tempo reduzido e 

empregando computadores de baixo custo. 

Contudo, embora diversos avanços tenham sido realizados na parametrização 

de carboidratos para o GROMOS96 (van Gunsteren et al., 1996), alguns 

substituintes diferentes de hidroxilas ainda não possuem parâmetros no campo de 

força. Desta forma, o grupo de pesquisas empregou um esquema de cargas 

alternativo para a descrição conformacional de carboidratos complexos como 

glicosaminoglicanos (Verli & Guimarães, 2004; Becker et al., 2005), possibilitando a 

reprodução conformacional de moléculas como a heparina (Verli & Guimarães, 

2004). Nestes estudos criaram-se as condições necessárias para a descrição do 

complexo entre um pentassacarídeo sintético, derivado de heparina, e antitrombina 

(Verli & Guimarães, 2005), da mesma forma que a realização de estudos 

envolvendo a identificação das forças responsáveis pelo equilíbrio conformacional 

do resíduo IdoA, presente na estrutura da heparina (Pol-Fachin & Verli, 2008). 

Adicionalmente, outros trabalhos nessa linha incluem a caracterização da 
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conformação de α-fucanas e α-galactanas (Becker et al., 2007) e de uma -

galactana sulfatada (Castro et al., 2009), originados de ouriços-do-mar .  

Embora o desenvolvimento e aprimoramento de campos de força para 

carboidratos estejam crescendo gradativamente nos últimos anos, a adequação 

desses parâmetros no estudo de glicoconjugados, tais como glicoproteínas, ainda 

encontra-se bastante incipiente. Isso pode ser evidenciado pelo pequeno número de 

estudos envolvendo DM de glicoproteínas (Tabela 3), incluindo: (1) uma lectina de 

Erythrina corallodendron (Naidoo et al., 1997) e glicopeptídeos derivados da proteína 

viral gp120 (Huang et al., 1997), utilizando o campo de força CHARMM (Ha et al., 

1988); (2) MHC de classe I (Mandal & Mukhopadhyay, 2001), através dos 

parâmetros do CVFF (Hwang et al., 1998); e (3) príons de camundongo (Wong et al., 

2000) e humano (Zuegg & Gready, 2000), uma glicoproteína anticongelamento 

(Nguyen et al., 2002), o fator da coagulação humana VII (Perera et al., 2002), 

glicopeptídeos derivados de hemaglutinina (Bosques et al., 2004) e mucina humana 

(Rubinsten et al., 2004), utilizando campos de força AMBER (Woods et al., 1995; 

Kirschner et al., 2008). 

 

Tabela 3: Estudos envolvendo DM de glicoproteínas 

Glicoproteína / glicopeptídeoa Glicosilação Campo de Força 

Lectina de E. corallodendron N- CHARMM 

Glicopeptídeos derivados de gp120 N- e O- CHARMM 

MHC de classe I N- CVFF 

Príon de camundongo N- AMBER 

Príon humano N- AMBER - GLYCAM 

Glicoproteína anticongelamento 8 O- AMBER - GLYCAM 

fVII da coagulação humana O- AMBER - GLYCAM 

Glicopeptídeo derivado de hemaglutinina N- AMBER - GLYCAM 

Glicopeptídeo derivado de mucina humana O- AMBER - GLYCAM 

Várias N- e O- GROMACS – 

GROMOS43a1 

1 acetilcolina nicotínica N- AMBER - GLYCAM 

a Referências, em ordem de aparecimento: Naidoo et al., 1997; Huang et al., 1997; 

Mandal & Mukhopadhyay, 2001; Wong et al., 2000; Zuegg & Gready, 2000; Nguyen 
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et al., 2002; Perera et al., 2002; Bosques et al., 2004; Rubinsten et al., 2004; Pol-

Fachin, et al., 2009; Dimitropoulos et al., 2011. 

 

Por fim, mesmo que os campos de força sejam capazes de descrever 

adequadamente a conformação de glicoproteínas, a aplicação das ferramentas de 

modelagem molecular de forma mais ampla no estudo da relação entre a estrutura e 

conformação de glicoproteínas as suas respectivas funções biológicas envolve um 

problema adicional: como as estruturas tridimensionais destas moléculas serão 

obtidas? Para a parte protéica, as fontes de informação são diversas, incluindo-se a 

cristalografia de raios-X, RMN ou mesmo modelagem comparativa. Contudo, as 

principais fontes de informação estrutural para carboidratos não possuem resolução 

atomística. Isto cria uma demanda e, ao mesmo tempo, uma oportunidade: o 

desenvolvimento de estratégias confiáveis para a obtenção de modelos 

tridimensionais de alta qualidade para carboidratos, capazes de representarem seus 

estados conformacionais majoritários em soluções biológicas e servirem como ponto 

de partida para simulações de DM, pode gerar um importante impacto no 

conhecimento da biologia estrutural de glicoproteínas. 
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2 Objetivos 

A partir do exposto, a presente Tese tem como objetivo geral contribuir na 

obtenção e validação de métodos computacionais capazes de auxiliar na 

caracterização da biologia estrutural de carboidratos, glicoconjugados e, 

principalmente, glicoproteínas. Para tanto, as seguintes metas foram identificadas:  

 Caracterização da acurácia dos parâmetros empregados pelo Grupo de 

Bioinformática Estrutural na reprodução da conformação de glicoproteínas 

previamente descritas por RMN; 

 Avaliar a possibilidade do emprego do perfil conformacional de 

dissacarídeos isolados em solução como referência geométrica para a 

construção de glicanas complexas ligadas à proteínas. Esta hipótese 

parte do pressuposto de que o arcabouço protéico não provocaria 

maiores mudanças conformacionais na estrutura sacarídica, hipótese esta 

que será verificada; 

 Aplicar esta metodologia no estudo da AGP, escolhida como caso de 

estudo. Esta parte da Tese inclui, ainda, as seguintes etapas: 

o Obtenção de um modelo completo para a AGP, em nível 

atomístico, incluindo diferentes glicoformas; 

o Caracterização, em nível atômico, do complexo formado pela AGP 

e a P-selectina, proposto como potencialmente envolvido em 

eventos imunomodulatórios. 
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3 Metodologia 

3.1 Programas utilizados 

Diversas metodologias de modelagem molecular foram utilizadas no presente 

trabalho, incluindo MM, DM e estudos de docking. Os protocolos referentes a cada 

um destes métodos estão descritos em detalhes a seguir. Mas, de forma global, os 

programas utilizados incluem: 

 Ferramentas de visualização de moléculas: VMD v1.8.6 (Humphrey et 

al., 1996), PyMol v1.3 e MOLDEN (Schaftenaar & Noordik, 2000); 

 Construção de mapas de contorno e simulações de DM: pacote 

GROMACS v3.3.3 (van der Spoel et al., 2005); 

 Geração de topologias para carboidratos: PRODRG Beta v2.5 

(Schuettelkopf & van Aalten, 2004); 

 Cálculos de docking molecular: AutoDock 3.0 (Moris et al., 1998).  

 

3.2 Sistemas simulados 

Dentre os sistemas simulados para os dissacarídeos e para as glicoproteínas 

foram  25 sistemas (Tabela 4). Para os mínimos de energia foram simulados mais de 

uma conformação dependendo dos resultados dos mapas de contorno. Para as 

simulações de glicoproteínas a partir de dados de RMN mais de uma estrutura foi 

simulada no caso de conformações de glicanas muito diferentes. 

 

3.3 Nomenclatura e definições 

Todos os dissacarídeos envolvidos nesta tese utilizaram nomes e simbologia 

conforme as recomendações da IUPAC (IUPAC, 1996). Tanto a numeração dos 

resíduos como a definição da ligação entre duas unidades de monossacarídeos 

(ponte glicosídica) seguiram as mesmas normas. 

A orientação relativa de um par de monossacarídeos ligados foi definida por 

dois ou três diedros, onde uma ligação do tipo (1X) onde X pode ser 2, 3, 4 ou 6 é 

definida para o par de diedros  e  torsionais desta ligação como: 

 = O5 C1 Ox’ Cx’ 

 = C1 Ox’ Cx’ Cx’-1 
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Tabela 4: Dissacarídeos e glicoproteínas estudados 

Sistema 
Estruturas 

simuladas 

Tempo total de 

cada simulação 

α-D-Man-(1→2)-α-D-Man 2 0.1 μs 

β-D-GlcNAc-(1→2)-α-D-Man 2 0.1 μs 

α-L-Fuc-(1→3)-β-D-GlcNAc 2 0.1 μs 

α-D-Man-(1→3)-α-D-Man 2 0.1 μs 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-GlcNAc 2 0.1 μs 

β-D-Man-(1→4)-β-D-GlcNAc 2 0.1 μs 

β-D-GlcNAc-(1→4)-β-D-GlcNAc 4 0.1 μs 

β-D-GlcNAc-(1→4)-β-α-D-Man 1 0.1 μs 

α-L-Fuc-(1→6)-β-D-GlcNAc 3 0.1 μs 

α-D-Man-(1→6)-α-D-Man 2 0.1 μs 

α-D-NeuAc-(2→3)-β-D-Gal 3 0.1 μs 

Domínio EGF-like não glicosilado – PDB 1F7E 1 0.05 μs 

CD59 não glicosilado – PDB 1CDQ 1 0.05 μs 

Domínio de adesão CD2 não glicosilado – PDB 

1CDB 
1 0.05 μs 

α-hCG não glicosilada – PDB 1DZ7 1 0.05 μs 

Domínio EGF-like glicosilado – PDB 1FF7 1 0.05 μs 

CD59 glicosilada – PDB 1CDR 2 0.1 μs 

CD59 glicosilada – PDB 1CDS 1 0.05 μs 

Domínio de adesão CD2 glicosilado – PDB 1GYA 2 0.1 μs 

α-hCG glicosilada – PDB 1HD4 2 0.1 μs 

COX-1 glicosilada 1 0.05 μs 

COX-2 glicosilada 1 0.05 μs 

AGP não glicosilada – PDB 3BX6 1 0.1 μs 

AGP glicosilação com fucoses 1 0.1 μs 

AGP glicosilação sem fucoses 1 0.1 μs 

AGP – P-selectina – ligação via Asn54 1 0.05 μs 

AGP – P-selectina – ligação via Asn75 1 0.05 μs 

 

 

Para ligações do tipo (16) há ainda uma definição adicional do ângulo , 

devido a ponte glicosídica desta ligação ser mais longa que as demais: 
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 = O6’ C6’ C5’ C4’ 

 

3.4 Construção de topologias 

As topologias das glicanas utilizadas neste trabalho foram obtidas a partir da 

ferramenta de construção de topologias PRODRG (Schuettelkopf & van Aalten, 

2004). O PRODRG é um servidor que funciona na rede mundial de computadores, 

gerando um arquivo de topologia para os sistemas de interesse a partir de um 

arquivo PDB que contenha sua estrutura. Alem dos parâmetros obtidos no servidor 

as cargas atômicas foram substituídas por cargas calculadas por métodos ab initio 

(Verli & Guimarães, 2004; Becker et al., 2005), e também a adição de diedros 

impróprios (Tabela 6), necessários para preservar os estados conformacionais (4C1 

ou 1C4) dos monossacarídeos. Uma tentativa de simulação sem os diedros 

impróprios revelou uma distorção em vários anéis de monossacarídeos, sendo então 

decidido manter os mesmos. As topologias de cada monossacarídeo empregado,  

estão disponíveis no final desta Tese (anexos 8.2 e 8.3). 

 

Tabela 5: Definição dos diedros impróprios utilizados para definir a conformação dos 

monossacarídeos contidos nos sistemas simulados. 

 

Seqüência de átomos 

definindo o diedroa 

Ângulos (em graus) 

4C1 
1C4 

5 – 2 – 4 – 1 2,0 -2,0 

5 – 2 – 3 – 1 23,0 -23,0 

5 – 2 – 3 – 6 -2,0 2,0 

a Na figura, a glicose é utilizada como modelo. 

bAdaptado de Verli, 2005. 
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3.5 Construção de mapas de contorno relaxado 

A partir da construção das topologias de cada monossacarídeo, as preferências 

conformacionais de dissacarídeos foram avaliadas através de mapas de contorno, 

análogos aos mapas de Ramachandran. Ao todo, durante a presente Tese, foram 

estudados 11 dissacarídeos, resultando em 13 mapas de contorno (para as ligações 

16 são gerados dois mapas por dissacarídeo), a saber: (Tabela 4). 

Dessa forma, no caso de ligações 1→2, 1→3 e 1→4, os ângulos  e  foram 

rotados de -180º a 150º, em passos de 30º, gerando um total de 144 confôrmeros 

para cada dissacarídeo. No caso de ligações 1→6, como a ligação glicosídica é 

composta por três diedros: ,  e , foram gerados 144 confôrmeros para cada par 

de ângulos, ou seja, 144 para o par  versus  e 144 para o par  versus . Para 

todos esses tipos de ligação, cada um destes confôrmeros é então minimizado 

utilizando-se restrições (diedros impróprios) somente para os diedros da ligação 

glicosídica em estudo. Em outras palavras, o par de diedros sendo avaliado é 

mantido preso  em cada uma das 144 combinações avaliadas, enquanto o restante 

da molécula encontra-se livre para ter sua energia minimizada. O protocolo utilizado 

para a minimização de cada confôrmero envolve o emprego do algoritmo de steep e, 

a partir do mínimo de energia assim obtido, uma simulação de DM com duração de 

20 ps a temperatura de 10K e tempo de integração de 0,5 fs para reforçar a busca 

pelo arranjo mais estável da conformação avaliada (Becker et al., 2007; Pol-Fachin 

& Verli, 2008). Os valores de energia das 144 conformações de cada par de diedros 

são então empregados na construção de um mapa de contorno, que irá definir a 

estabilidade relativa à conformação mais estável de todas (Figura 8). 

 

3.6 Construção da estrutura glicosídica 

As estruturas glicosídicas utilizadas nas simulações da AGP glicosiladas foram 

construídas no site GLYCOSCIENCES.de (Lutteke et al., 2006) a partir da 

ferramenta GlyProt. A estrutura glicosilada foi montada a partir da submissão à 

ferramenta da estrutura cristalográfica da AGP (3BX6.pdb). O GlyProt identifica os 

possíveis sítios de N-glicosilação (no caso, cinco sítios). A partir de outra ferramenta 

podem ser submetidos a sequência de e mediante a submissão à ferramenta da 

sequência (em formato de texto) a ser acrescida em cada sitio é montada a estrutura 

glicosilada que é devolvida como um arquivo de formato .pdb.   
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Figura 8: Esquema de como são feitas as simulações dos dissacarídeos. 

Inicialmente se simula o dissacarídeo no vácuo com as restrições nos ângulos  e , 

após segue-se outra simulação do mesmo dissacarídeo em solução (Adaptado de 

Pol-Fachin & Verli, 2011).  

 

3.7 Simulações de DM 

3.7.1 Protocolo de simulação 

Todas as simulações deste trabalho foram rodadas no pacote GROMACS v. 

3.3.3 (van der Spoel et al., 2005) com a campo de força modoficado do 

GROMOS43a1 .O protocolo geral de simulação foi baseado em procedimentos 

previamente descritos (de Groot & Grubmüller, 2001). Todas as simulações foram 

realizadas à temperatura fisiológica (310K), com duração variável, de acordo com o 

sistema em estudo (de 50 a 100 ns) (Tabela 4). Cada molécula (proteína, 
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glicoproteína ou dissacarídeo) foi solvatada numa caixa triclínica utilizando 

condições periódicas de contorno, empregando o modelo de água SPC (Berendsen 

et al., 1987). Contra-íons (cloreto ou sódio) foram adicionados, conforme a 

necessidade, de forma a neutralizar as cargas dos sistemas estudados. O método 

LINCS (Hess et al., 1997) foi aplicado na restrição de ligações covalentes de forma a 

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

calculadas utilizando o método Particle-Mesh Ewald (PME, Darden et al., 1993), 

utilizando raios de corte de Coulomb e de van der Waals de 9 Å. A temperatura e a 

pressão do sistema foram mantidas constantes através do acoplamento do soluto, 

íons e solvente a banhos externos de temperatura e pressão, utilizando constantes 

de acoplamento de, respectivamente,  = 0,1 ps e  = 0,5 ps (Berendsen et al., 

1984). A constante dielétrica do meio foi tratada como  = 1. 

Como protocolo para a simulação foi feita uma termalização do sistema com o 

aquecimento gradativo do sistema, visando uniformizar as energias contidas na 

estrutura cristalográfica ou de RMN e, desta forma, evitar deformações nas 

moléculas em estudo. Nesta etapa, após 1 ps de restrição de posição a 50K, cada 

sistema foi aquecido lentamente de 50 K a 300 K, de maneira que, no primeiro 

passo de 9 ps foi aquecido um incremento de 50 K, posteriormente, em cada um dos 

cinco passos de 5 ps, há o aumento da temperatura em 50 K (Figura 9). Após a 

termalização do sistema, a simulação prossegue na temperatura de equilíbrio de 310 

K, pelo tempo estipulado. 

 

Figura 9: Esquema das etapas que compõe as simulações de DM a 310K, com 

ênfase na termalização. De 0 ps a 35 ps, uma série de sete etapas, a primeira de 1 

ps, a segunda de 9 ps e, após, cinco etapas de 5 ps cada. No procedimento, 

aquece-se lentamente o sistema em incrementos de 50 K. Após 35 ps, o sistema 
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está a 300 K e será levado a 310 K no início da DM, se mantendo nesta temperatura 

pelo resto da simulação (Adaptado de Verli, 2005).  

 

3.7.2 Validação das simulações de DM 

A confiabilidade das predições baseadas em cálculos de DM depende, 

principalmente, da precisão do campo de força utilizado e do tamanho da 

amostragem do espaço conformacional realizada durante a simulação, que 

necessita ser suficientemente ampla para descrever as propriedades do sistema em 

estudo (van Gunsteren & Mark, 1998). De modo geral, o teste final do modelo teórico 

produzido reside na sua comparação com propriedades experimentais, ou seja, a 

precisão do método é julgada a partir da observação ou constatação, nas 

simulações realizadas, de quão precisas são reproduzidas quantidades conhecidas 

(van Gunsteren & Berendsen, 1990; Karplus & Petsko, 1990). Dessa forma, a 

validação dos resultados obtidos nas simulações de DM foi realizada através da 

comparação com dados experimentais prévios, com destaque para estruturas 

cristalográficas, dados bioquímicos e, principalmente, conformações oriundas de 

experimentos de RMN, assim como através da observação da estabilidade dos 

sistemas estudados, ou seja, pela manutenção, durante as simulações, de 

propriedades que incluem estrutura secundária, energia, densidade e volume.  

 

3.8 Validação do uso dados conformacionais de dissacarídeos 

na construção de glicanas complexas 

A partir dos dados obtidos nas simulações de dissacarídeos em solução onde 

os confôrmeros mais estáveis foram identificados e dos dados de simulação e RMN 

de glicoproteínas que continham estes dissacarídeos observamos que é possível 

reproduzir a conformação dos dissacarídeos componentes de glicoproteínas em 

simulações com apenas estes dissacarídeos em solução (Fernandes et al., 2010). 

Desta forma na construção da glicosilação da AGP utilizamos as conformações 

majoritárias de cada dissacarídeo simulado como conformação inicial das glicanas 

componentes da AGP. Para tanto foi montado um protocolo onde a glicoproteína foi 

minimizada mantendo a proteína sob restrições em todos os átomos (constante de 

força 1000 kJmol-1) e procedendo um relaxamento na estrutura glicosídica. 
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Inicialmente foram acrescentados a topologia os diedros impróprios com os 

valores de  e  de acordo com os resultados das conformações majoritárias dos 

dissacarídeos com uma constante de força de 334,8 kJmol-1 de restrição para estes 

diedros. Foi feita uma minimização de energia no vácuo com gradiente steep de 

10000 passos nestas condições. Após outro passo de relaxamento foi submetido ao 

sistema onde a constante de força foi diminuída a 84,7 kJmol-1 rodando outra 

minimização nas mesmas condições anteriores. Após as restrições aos diedros  e 

 são retiradas e a simulação segue o mesmo roteiro das simulações anteriores 

(item 3.7). 

 

3.9 Cálculos de docking molecular 

Os cálculos de docking foram utilizados para a busca de coordenadas passíveis 

de formar um complexo entre as moléculas de AGP e P-selectina a partir da 

sequência de glicosilação de SLeX. Partindo da estrutura cristalográfica 1G1S da P-

selectina com SLeX foram montadas as conformações iniciais onde a AGP, e mais 

especificamente o SLeX contido na AGP, mantém uma conformação semelhante a 

encontrada no cristal da P-selectina. A AGP foi tratada como um ligante rígido para 

os cálculos de docking, que foram feitos apenas para os glicídeos ligados aos 

resíduos Asn54 e Asn75. 

O AutoGrid foi utilizado para a geração dos mapas de grid de 0,375 Å com 

78x78x92 pontos de grid para a molécula de P-selectina. Foi utilizado o algoritmo de 

simulated annealing com os parâmetros padrão seguidos de cem rodadas de 

docking. Os resultados são expressos em uma função de hierarquização que 

classifica os resultados obtidos de acordo com a melhor energia de interação 

intermolecular e posições similares. 
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4 Resultados 

4.1 Preâmbulo 

Os resultados obtidos serão apresentados a seguir na forma dos trabalhos 

publicados e submetido durante a realização da presente Tese. Estes trabalhos 

estão citados abaixo, assim como uma breve descrição sobre cada um.  

 

 Laércio Pol-Fachin, Cláudia Lemelle Fernandes, Hugo Verli: GROMOS96 

43a1 performance on the characterization of glycoprotein conformational 

ensembles through molecular dynamics simulations. Carbohydr. Res., 2009, 

344; 491-500. 

Este artigo avalia a adequação do campo de força GROMOS96 43a1, 

adicionado por cargas atômicas de Löwdin, na descrição conformacional de 

glicoproteínas utilizando simulações de DM, tendo como base a comparação com 

dados experimentais de RMN.  

 

 Cláudia Lemelle Fernandes, Liana Guimarães Sachett, Laércio Pol-

Fachin, Hugo Verli: GROMOS96 43a1 performance in predicting 

oligosaccharides conformational ensemble within glycoproteins. Carbohydr. 

Res., 2010, 345; 663-671. 

Este trabalho analisa a adequação do uso de conformações obtidas por 

simulações de DM para dissacarídeos em solução aquosa como pontos de partida 

para a construção da estrutura de glicanas componentes de glicoproteínas. Estes 

resultados são comparados com dados de RMN e DM previamente descritos e, por 

fim, é acrescentado um caso de estudo onde a glicosilação é construída a partir da 

técnica preconizada. 

 

 Cláudia Lemelle Fernandes, Hugo Verli: Structural glycobiology of human 

1-acid glycoprotein and its implication for drug and P-selectin binding. Em 

preparação. 

Este trabalho compõe um caso de estudo de uma glicoproteína altamente 

glicosilada, onde é analisado o efeito tanto da presença da glicosilação quanto da 

mudança no padrão de glicosilação sobre a dinâmica da proteína. E adicionalmente 

é estudado um caso de interação da AGP glicosilada com a P-selectina, esta 
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interação é relaciona a eventos imunomodulatórios que existem entre a P-selectina e 

a epítopo específico da glicosilação da AGP. 

 Este manuscrito está sendo preparado para a submissão à revista 

Biochemistry. 

 

4.2 Trabalho I 

Considerando os trabalhos anteriores do grupo no estudo da conformação de 

glicosaminoglicanos e polissacarídeos sulfatados, o presente trabalho tem por 

objetivo avaliar o emprego desta metodologia, baseada no campo de força 

GROMOS96 43a1, adicionado por cargas atômicas de Löwdin na base HF/6-31G**, 

em reproduzir o perfil conformacional de carboidratos ligados a proteínas 

previamente estudadas por RMN validando, assim, o emprego destes parâmetros no 

estudo de glicoproteínas. 

Os resultados obtidos indicam que a metodologia empregada é capaz de 

reproduzir diferentes aspectos conformacionais de glicoproteínas, de acordo com 

dados experimentais prévios: (1) a conformação de N- e O-ligações glicosídicas, 

formadas entre aminoácidos e monossacarídeos; (2) a conformação da parte 

sacarídica de glicoproteínas, de maneira que mais de 95% das geometrias 

determinadas por RMN para as ligações glicosídicas que compõe tais 

oligossacarídeos mostraram-se de acordo com os dados de DM; (3) os efeitos da 

glicosilação sobre a estrutura e conformação da parte protéica de glicoproteínas, 

conferindo estabilidade conformacional e influenciando propriedades relacionadas a 

função dessas moléculas.  

 

GROMOS96 43a1 performance on the characterization of 

glycoprotein conformational ensembles through molecular 

dynamics simulations 

 

Laércio Pol-Fachin, Cláudia Lemelle Fernandes, Hugo Verli 

 

Carbohydrate Research, 2009, 344; 491-500 
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Table S1. NMR measured dihedral angle values for the glycan part of CD59 in the 10 

models of PDB ID 1CDS. 

PDB ID 1CDS 

Dihedral angle (º) 

GlcNAc(1→4)GlcNAc 

 

Model 1 -119 -63 

Model 2 -41 124 

Model 3 -92 94 

Model 4 -54 105 

Model 5 -52 112 

Model 6 -40 123 

Model 7 -101 114 

Model 8 -99 -70 

Model 9 -70 -54 

Model 10 -85 118 
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Table S2. NMR measured dihedral angle values for the glycan part of CD59 in the 10 

models of PDB ID 1CDR. 

PDB ID 1CDR 

Dihedral angle (º) 

GlcNAc(1→4)GlcNAc Fuc(1→6)GlcNAc 

    

Model 1 -20 132 -125 162 -100 

Model 2 -106 102 -104 -113 -171 

Model 3 -74 -64 -102 -170 169 

Model 4 -77 114 -57 -176 96 

Model 5 -88 126 -47 -113 90 

Model 6 -129 76 -158 119 108 

Model 7 -90 -60 -130 -175 92 

Model 8 -100 -69 -54 -116 94 

Model 9 -56 120 -85 138 180 

Model 10 -39 133 -115 -125 -83 

 



 63 



 64 

 



 65 

4.3 Trabalho II 

Considerando a dificuldade de caracterização da estrutura e conformação de 

glicoproteínas, juntamente com suas cadeias sacarídicas correspondentes, e 

considerando a adequação dos procedimentos empregados pelo grupo na 

reprodução do equilíbrio conformacional de glicanas biológicas, o presente trabalho 

objetivou avaliar a adequação do emprego de estados conformacional de 

dissacarídeos, obtidos através de simulações de DM em solução aquosa, como 

guias para a construção de glicanas compondo glicoproteínas. Tal capacidade 

preditiva foi analisada a partir da comparação de dados conformacionais obtidos por 

DM para tais dissacarídeos com a geometria dessas ligações glicosídicas obtidas 

por RMN. 

Os resultados obtidos indicam a co-existência de múltiplos confôrmeros para os 

dissacarídeos estudados em solução, especialmente para as ligações glicosídicas 

β1→4, de acordo com dados experimentais e teóricos prévios. Estes estados 

conformacionais mostraram-se semelhantes aos principais estados conformacionais 

populados pelas mesmas unidades dissacarídicas quando compondo estruturas 

glicoprotéicas. Tal observação sugere que o arcabouço protéico, ao menos nos 

casos estudados, parece não ser capaz de induzir o aparecimento de novos estados 

conformacionais na parte sacarídica. Por fim, modelos atomísticos para as 

estruturas glicosiladas completas das enzimas PGHS-1 e PGHS-2, até então 

ausentes, foram obtidos como aplicação da metodologia apresentada. Assim, os 

dados obtidos sugerem que a abordagem proposta pode se constituir em uma 

promissora estratégia na construção de estruturas completas de glicoproteínas, na 

ausência de dados experimentais prévios e, assim, contribuir no entendimento do 

papel destes glicoconjugados em sistemas biológicos. 

 

GROMOS96 43a1 performance in predicting oligosaccharides 

conformational ensemble within glycoproteins 

 

Cláudia Lemelle Fernandes, Liana Guimarães Sachett, Laercio Pol-Fachin, Hugo 

Verli 

Carbohydrate Research, 2010, 345; 663-671  
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Table S1: Minimum energy geometries for dihedral angles ,  and , as obtained 
from relaxed contour plots for a series of disaccharides, refined through 100 ns MD in 
explicit solvent. Each disaccharide in each pair of dihedrals was submitted to a 
separate simulation, in a total of 21 simulations (2,100 ns). 

Disaccharides Simulation    

-D-GlcpNAc-(1→2)--D-Manp 
A -60 -150 - 
B 60 90 - 

-D-Manp-(1→2)--D-Manp 

A -180 -90 - 
B 60 -150 - 
C 90 -60 - 

-D-Manp-(1→3)--D-Manp 
A -180 -90 - 
B 60 -120 - 
C 120 90 - 

-D-Galp-(1→4)--D-GlcpNAc 
A -120 90 - 

B 60 120 - 

-D-Manp-(1→4)--D-GlcpNAc 
A -150 90 - 
B -60 -60 - 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc 

A -150 90 - 
B -90 -60 - 
C -60 150 - 
D 60 150 - 

-L-Fucp-(1→6)--D-GlcpNAc 

A -150 -150 -60 
B -90 30 -180 
C -90 150 60 

-D-Manp-(1→6)--D-Manp 
A 60 150 60 
B 90 -120 -180 
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Figure S1: Fluctuation and distribution of  (black) and  (red) dihedral angles from 

disaccharide -D-GlcpNAc-(1→2)--D-Manp in the MD simulations. Letters (A) and 
(B) correspond to initial conformations as shown in Table S1. 
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Figure S2: Fluctuation and distribution of  (black) and  (red) dihedral angles from 

in the disaccharide -D-Manp-(1→2)--D-Manp in MD simulations. Letters (A), (B) 
and (C) correspond to initial conformations as shown in Table S1. 
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Figure S3: Fluctuation and distribution of  (black) and  (red) dihedral angles from 

in the disaccharide -D-Manp-(1→3)--D-Manp in MD simulations. Letters (A), (B) 
and (C) correspond to initial conformations as shown in Table S1. 
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Figure S4: Fluctuation and distribution of  (black) and  (red) dihedral angles from 

in the disaccharide -D-Galp-(1→4)--D-GlcpNAc in MD simulations. Letters (A) and 
(B) correspond to initial conformations as shown in Table S1. 
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Figure S5: Fluctuation and distribution of  (black) and  (red) dihedral angles from 

in the disaccharide -D-Manp-(1→4)--D-GlcpNAc in MD simulations. Letters (A) and 
(B) correspond to initial conformations as shown in Table S1. 
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Figure S6: Fluctuation and distribution of  (black) and  (red) dihedral angles from 

in the disaccharide -D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc in MD simulations. Letters (A), 
(B), (C) and (D) correspond to initial conformations as shown in Table S1. 
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Figure S7: Fluctuation and distribution of  (black),  (red) and  (green) dihedral 

angles from in the disaccharide -L-Fucp-(1→6)--D-GlcpNAc in MD simulations. 
Letters (A), (B) and (C) correspond to initial conformations as shown in Table S1. 
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Figure S8: Fluctuation and distribution of  (black),  (red) and  (green) dihedral 

angles from in the disaccharide -D-Manp-(1→6)--D-Manp in MD simulations. 

Letters (A) and (B) correspond to initial conformations as shown in Table S1 
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Table S2. Glycosylation structures obtained from crystallographic structures 
available for COX-1. Pdb-care errors found in carbohydrates are shown as red. 

 

PDB Glycosylation 

1PRH 

3.5 Å 

No glycosylation structure 

1EQG 

2.6 Å 

No glycosylation structure 

1EQH 

2.7 Å 

No glycosylation structure 

1HT5 

2.7 Å 

No glycosylation structure 

1HT8 

2,7 Å 

No glycosylation structure 

1PGG 

4.5 Å 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

1PGF 

4.5 Å 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

1PGE 

3.5 Å 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

1PTH 

3.4 Å 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

2OYE 

2.8 Å 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-Manp-(1→3)--D-Manp-(1→6)--D-Manp-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

2OYU 

2.7 Å 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-Manp-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

1IGX 

3.1 Å 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-Manp-(1→3)--D-Manp-(1→6)--D-Manp- (1→4)--D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

1IGZ 

2.9 Å 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-Manp-(1→3)--D-Manp-(1→6)--D-Manp- (1→4)--D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

1FE2 

3.0 Å 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-Manp-(1→3)--D-Manp-(1→6)--D-Manp-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

1DIY 

3.0 Å 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-Manp-(1→3)--D-Manp-(1→6)--D-Manp-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

1CQE 

3.1 Å 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

1Q4G 

2.0 Å 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-Manp-(1→6)--D-Manp-(1→6)--D-Manp-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-Manp-(1→6)--D-Manp-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 



-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-Manp-(1→6)--D-Manp-(1→6)--D-Manp-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 
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-D-Manp-(1→6)--D-Manp-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

2AYL 

2.0 Å 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-Manp-(1→6)--D-Manp-(1→6)--D-Manp–(1→4)--D-GlcpNAc -(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-
Asn144 

-D-Manp-(1→6)--D-Manp-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-Manp-(1→6)--D-Manp-(1→6)--D-Manp–(1→4)--D-GlcpNAc -(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-
Asn144 

-D-Manp-(1→6)--D-Manp-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

1U67 

3.1 Å 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-Manp-(1→6)--D-Manp-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

1EBV 

3.2 Å 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

 
 
 
 

Table S3. Glycosylation structures obtained from crystallographic structures 
available for COX-2.  

 

PDB Glycosylation 

1PXX 

2.9 Å 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-GlcpNAc -(1→4)--D-GlcpNAc -(1→4)--D-GlcpNAc -(1→N)Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

1CVU 

2.4 Å 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-Manp-(1→6)--D-Manp-(1→4)--D-GlcpNAc -(1→4)--D-GlcpNAc -(1→N)Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

1DDX 

3.0 Å 

-D-GlcpNAc-(1→4)--D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

1CX2 

3.0 Å 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

3PGH 

2.5 Å 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

4COX 

2.9 Å 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

5COX 

3.0 Å 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 

6COX 

2.8 Å 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn68 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn144 

-D-GlcpNAc-(1→N)-Asn410 
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Figure S9: Distribution of the ,   and  dihedral angles, as obtained from MD 
simulation, from COX-1 glycans at Asn68 (red), Asn144 (blue) and Asn410 (green), 
together with the conformational patterns associated to the respective disaccharides, 
isolated in water (black). The A-I letters indicate the relation of a distribution plot to its 
location on the respective disaccharide unit from the complete glycan. 
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4.4 Trabalho III 

A partir das técnicas de simulação de glicoproteínas desenvolvidas nos dois 

trabalhos anteriores o presente trabalho tem por objetivo analisar o efeito da 

glicosilação na estrutura AGP humana. Foram realizadas três simulações: i. AGP 

não glicosilada; ii. AGP glicosilada com fucoses e iii. AGP glicosilada sem fucoses. A 

simulação da AGP sem glicosilação monstrou uma grande flexibilidade em relação 

as formas glicosiladas, demonstrando o papel estrutral da glicosilação na estrutura 

da proteína. Entretanto nenhum efeito estrutral pode ser relacionado com a presença 

das fucoses na simulação, sendo necessário um aumento do tempo da simulação 

para melhor compreender estes eventos. 

 Como a AGP possui uma cavidade carreadora de fármacos, esta também foi 

analisada para verificar o efeito da glicosilação sobre ela. Observou-se que a 

presença das glicanas ajudam na manutenção desta, pois na simulação sem 

glicosilação a cavidade praticamente desapareceu, enquanto nas formas 

glicosiladas a cavidade não só se manteve como é capaz de comportar fármacos 

que são carreados pela AGP. 

 Adicionalmente foi estudada a interação do tetrassacarídeo SLeX, presente 

nas simulações com fucoses, com a P-selectina, proteína que se liga a AGP durante 

a resposta inflamatória. Dos três SLeX presentes na AGP apenas dois tem 

condições de ligar à P-selectina e o resultado da simulação produziu um encaixe 

compatível com a interação entre as proteínas. Nota-se um melhor encaixe entre os 

dois SLeX esdados e isso se deve aos outros glicídeos presentes na vizinhança da 

ligação. Entretanto mais estudos sobre esta interação são necessários para 

entender sua base molecular.  

 Este manuscrito está formatado para ser submetido a revista Biochemistry. 
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Abstract 

Human 1-acid glycoprotein (AGP) is an abundant human plasma glycoprotein, N-

glycosylated at residues 15, 38, 54, 75, and 85. While it plays important roles on drug 

pharmacokinetics, it is also reported to rise up to fivefold in certain inflammatory events. In 

these processes, the glycan chains attached to Asn54, Asn75 and Asn85 may become 

fucosylated, originating a sialyl-Lewis X epitope, which in turn binds proteins of the selectin 

family and, consequently, plays an important role on immunomodulatory processes. While the 

X-ray structure of unglycosylated AGP was reported, the absence of the glycan chains impairs 

the obtaining of further insights into its structural biology and, ultimately, into its biological 

function. In this context, the current work intends to obtain further insights into AGP 

structural glycobiology and function by building a structural model of its fully glycosylated 

form, taking into account the different glycoforms observed in biological aqueous solutions. 

Accordingly, the obtained data points to the absence of a major influence of glycosylation on 

AGP’s secondary structure, in good agreement with its crystallographic structure. However, 

the glycan chains seems able to interfere with the protein dynamics, mainly at the AGP 

ligand-binding site, pointing to implications of the AGP carbohydrate moiety on its 

complexation to drugs and bioactive compounds. Finally, the influence of fucosylation on 

AGP structure and binding to selectins is explored, indicating that selectin may bind to glycan 

chains linked to Asn54 and Asn75, and this binding seem to involve others glycans like 

Asn15. Our data provides insights into the participation of carbohydrates on the AGP 

inflammatory role. 

Keywords: AGP, molecular dynamics, glycoproteins, structural glycobiology.  
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1. Introduction 

The alpha-1 acid glycoprotein (AGP), or orosomucoid, is an abundant human plasma 

glycoprotein, first described in 1950 (1, 2), but with its exact biological role still unclear. 

Several potential physiological activities were described to this protein, such as drug-binding 

functions (3), inflammatory and immunomodulatory effects (4). The AGP is mainly secreted 

by hepatocytes, and its expression is regulated by several pro-inflammatory cytokines. An 

important aspect of AGP is that its concentration may rise up to fivefold in inflammatory 

events, making this protein one of the major members of the acute-phase protein family (4).  

AGP has a lipocalin fold (5) with an extraordinary N-linked carbohydrate content (ca. 

45% w/w), becoming one of the most glycosylated known proteins (4). Such glycan chains 

are attached to asparagine residues at positions 15, 38, 54, 75, and 85, each one with a wide 

variety of possible carbohydrate compositions and degrees of branching (4, 6-8). Such 

variation on AGP carbohydrate composition has been associated to distinct physiological and 

cellular events (4). In chronic inflammatory conditions as septic shock (9) and rheumatoid 

arthritis (10) the degree of branching and fucosylation increases in glycan chains attached to 

Asn54, Asn75 and Asn85. As a result, the -NeuAc-(23)--Gal-(14)--GlcNAc-(13)-

-Fuc epitope, called sialyl-Lewis X (SLe
x
), is formed, suggesting the participation of AGP 

in several physiological events, such as inflammation and cell migration (9, 11, 12). For 

example, SLe
x
 is the binding epitope for the cell adhesion molecules E- and P-selectins, 

involved in the inflammatory-dependent adhesion of neutrophils, monocytes or platelets. (13) 

Moreover, in tumor metastasis the increased expression of AGP with SLe
x
 facilitates the 

binding to endothelial cells via selectins and these contribute to tumor-cell migration to 

distant tissues and promote metastasis (14). Thus the increase in fucosylation and the 

consequent biosynthesis of the SLe
x
 epitope on AGP glycans may represent a mechanism for 

feedback inhibition of granulocyte extravasation in cases of inflammation (4). 
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Additionally. AGP and serum albumin are the two major proteins responsible for drug 

binding in humans. Understanding the binding mechanism of these proteins is therefore 

important when proposing new drug candidates (15). The physical-chemical properties of 

AGP favor the binding to basic or neutral compounds of endogenous and exogenous origins, 

such as tamoxifen, propranolol, heparin, serotonin, platelet activating factor (PAF), 

melatonin, histamine, and endogenous steroids (cortisol) (4). Structurally the AGP crystal 

without glycosylation has a pocket with 9-12 Å in diameter and exhibits two positively-

charged residues, Arg68 and Arg90 (5), but offers no  information about glycan influence on 

the pocket. 

In this context, the current work intends to contribute in the characterization of the 

AGP structural glycobiology. Accordingly, atomic level models were obtained, including the 

AGP complete glycosylation pattern, as observed in humans, as well as some of its distinct 

glycoforms and the SLe
x
 epitope. Upon refinement of these models by molecular dynamics 

(MD) simulations, the obtained data offer new insights into AGP role on inflammatory 

processes and interaction with P-selectin, as well as into its carbohydrates on the AGP 

binding to drugs and other bioactive compounds.  

 

2. Computational Methods 

2.1. Glycan nomenclature 

The IUPAC nomenclature recommendations and symbols (16) have been adopted. The 

relative orientation of a pair of contiguous carbohydrate residues was described, for different 

types of linkages, by two or three torsional angles at the glycosidic linkage. A (1→X) linkage, 

where ‘X’ is ‘2’, ‘3’, ‘4’ or ‘6’, respectively, the f and y were defined as shown below (in the 

NeuAc case the linkage was (2→X) and X were ‘3’ or ‘6’): 

f = O5–C1–OX–CX´  
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y = C1–OX–CX–C(X - 1)  

For a (1→6) linkage, the w was defined as: 

w = O6–C6–C5–C4  

2.2. Construction of glycan chains  

2.2.1. Carbohydrate trees building and modeling 

The five glycans that bind to AGP were selected according to previous works (6-8) 

with a preference to glycans that binds to SLe
x
 (Figure 1A). Based on previous studies (17, 

18), the oligosaccharides were analyzed by their disaccharide moieties, composed of N-

acetyl-D-glucosamine (GlcNAc), D-mannose (Man), L-fucose (Fuc), D-galactose (Gal) -D-

neuraminic acid (NeuAc) and the major conformational population of f and y angles of these 

pairs were used to refine the initial structure of glycosylation.  

The human AGP were retrieved from PDB ID 3KQ0 (5). The N-glycosylation 

structures (obtained as described above) were linked to their sites (Asn15, Asn38, Asn54, 

Asn75 and Asn85). In order to understand the effect of fucosylation on the AGP-glycan 

structure, three systems were constructed, one with AGP without glycosylation, one with the 

glycosylation described (Figure 1A) and one with a glycosylation equivalent to the latter but 

without the three fucose residues of glycans Asn54, Asn75 and Asn85 (Figure 1A).  All 

disaccharides that compose glycan trees were simulated in a previous work (18) and the 

topology and charge information were added to the Gromos 43a1 force field (19) according to 

previous results (20, 21).  

2.2.2. Glycoprotein modeling 

The glycoprotein structures were constructed in the Glycoscience portal (22) using the 

GlyProt modeling tool. These initial 3D models had their glycosidic linkage geometries 

adjusted to the respective disaccharide major conformational state in solution, obtained from 

MD simulations, as previously reported (17, 18) to build a initial model for MD simulations. 
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2.3. Molecular dynamics simulations 

2.3.1. AGP molecular dynamics 

The three systems were submitted for MD simulations under explicit aqueous solution 

using the GROMACS simulation suite (19). The protein and glycoproteins were solvated in 

triclinic boxes using periodic boundary conditions and the SPC water model (23). The Lincs 

method
 
(24) was applied to constrain covalent bond lengths, allowing an integration step of 2 

fs after an initial energy minimization using Steepest Descents algorithm. Electrostatic 

interactions were calculated using the Particle Mesh Ewald method (25). Temperature and 

pressure were kept constant by coupling disaccharides, ions, and solvent to external 

temperature and pressure baths, with coupling constants of t = 0.1 and 0.5 ps, (26) 

respectively. The dielectric constant was treated as e = 1, and the reference temperature was 

adjusted to 310 K. The systems were slowly heated from 50 to 310 K, in steps of 5 ps, each 

one increasing the reference temperature by 50 K. Each simulation was extended to 0.1 ms.  

 The characterization of AGP structural glycobiology employed MD simulations of 

three molecular systems: 1) unglycosylated AGP; 2) fucosylated AGP; 3) glycosylated, non-

fucosylated, AGP. The two glycosylation forms were identical except by the three fucoses 

that form the SLe
x
 in the Asn54, Asn75 and Asn85 glycosylation positions (Figure 1A). These 

systems were analyzed taking the crystal structure (5) as reference, as well the disaccharide 

linkages conformational ensemble in solution (18), in order to characterize the mutual 

influence between carbohydrate and protein moieties. 

2.3.2. AGP-P-Selectin complex molecular dynamics 

 To construct the AGP-P-selectin complex the structures employed were the 

crystallographic model of P-selectin complexed with SLe
x
 under PDB ID 1G1S (27) were the 

disaccharides angles measure and compare with the angles find in SLe
x
  AGP simulation. The 

AGP SLe
x
 models that satisfied the conformational angles were chosen to a geometrical 
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docking between SLe
x
 from P-selectin crystal and AGP simulated.  During the simulation 

only the glycan bond to Asn54 and Asn75 were able to connect to P-selectin due to Asn85 the 

SLe
x
 portion present a core position in the glycoprotein, then the models construct were to P-

selectin bond through Asn54 and Asn75. The simulations use the same protocol to other 

simulation (2.3.1) during 50 ns to evaluate the energy and interactions between glycoprotein 

and P-selectin. 

2.4. Cavities measurements 

The AGP cavity was measured during the simulation using the dxTuber program (28). 

To evaluate the behavior of cavity during the simulation, 2000 frames (1 nanosecond) were 

collected from each interval of 10 nanoseconds, totalizing eleven measures for each 

simulation. For the cavity volume measurements with dxTuber (28)  dx files from the 

trajectory were obtained with VMD program (29), with the VolMap tool. The protocol 

employed for dxTuber was its default settings:  3D scanning with a protein density threshold 

of 0.005 protein atoms/Å
3
, solvent density threshold of 0.01 atoms/Å

3
 and minimum diameter 

of 1 Å. 

To compare the cavity volume found during the trajectory, two drugs that bind to AGP 

had their volume measured with the Chimera program (30), aiming to compare these 

measurements with the cavity volume from the trajectory results.   

 

3. Results and discussion 

3.1. Carbohydrate dynamics 

 The glycan chains were built following a proceeding previously described (17, 18), 

including the use of the main conformational states of disaccharidic units as starting 

geometries, further refined through MD simulations. Such proceeding was shown as able to 
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properly reproduce the glycan chains conformational space as determined by NMR 

techniques, as observed in previous works (17, 18). 

 Using such approach, the AGP glycan chains were built, and the observed 

conformational behavior characterized (Figure S3 to S5). As a general feature, the glycosydic 

linkages on AGP populates the main conformational states of the respective disaccharidic unit 

isolated in solution, as observed for the most linkages. In some cases, however, the minor 

conformational state of the isolated disaccharide or a conformation different from the one 

found in disaccharides was the preferred conformation adopted in glycans attached on AGP. 

Linkages in disagreement with disaccharide simulations were only fifteen (11%), nine from 

the system without fucose and six from the system with fucose. These differences were 

observed in specific linkages. In the system with fucose the differences were mainly in the 

Asn85 glycan. This glycan presents differences in linkages -GlcNAc-(12)--Man, -

GlcNAc-(14)--Man, -Gal-(14)--GlcNAc and -NeuAc-(23)--Gal. Upon close 

inspection, some particularities of these linkages became clear: the neuraminic acid involved 

was the component of the SLe
x
 portion, and further analysis of this linkage revealed that SLe

x
 

was unable to bind to selectin (Section 3.4). A different conformation was also observed when 

comparing this glycan to the other fucosylated trees. The glycan branch composed by SLe
x
 

was turned to the protein, and form approximately three H-bonds per frame with AGP 

(2.91.4 per frame).  This behavior is different from Asn54 and Asn75-bound glycans in 

which the SLe
x
 turned itself to the surrounding solvent, not interacting with the protein. Other 

observed differences in disaccharides concern the Asn85 glycan are possibly related to the 

observed variations in the glycan-protein interactions. The other differences in the system 

with fucose were found in glycan Asn38, linkage -GlcNAc-(14)--Man, and glycan 

Asn15, linkage -NeuAc-(23)--Gal. These are the smallest glycans on the protein, and 

possibly the most rigid as well.  
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 In the systems without fucose the main differences were found in a specific linkage, -

Gal-(14)--GlcNAc (six differences), two branches of Asn15 and Asn85 glycans and one 

each in Asn54 and Asn75 glycans. The linkage -GlcNAc-(14)--GlcNAc presented 

differences in Asn15 and Asn54 glycans. The  -Man-(13)--Man linkage in Asn54 glycan 

presented a different conformation. These differences, mostly in b-14 linkages, have their 

main conformations located in regions of minor conformational states. According to previous 

works (31, 32), GlcNAc b-14 linkages have two or three energy minima. 

 In total we simulated 133 disaccharides in glycoproteins and 89% of them presented 

results in accordance with the disaccharides’ major conformational states in solution (17, 18). 

Still, the conformational behavior is in good agreement with the geometries expected to occur 

for each linkage, confirming the quality of the simulations.  

 In general the flexibility of the carbohydrates in the diantennary glycan linked in the 

position 38 present the minor flexibility (Figure S6) and these findings agree with previous 

works (5) that related such position to the entrance of the AGP binding cavity. This position 

has some restraints, and the glycan linked to Asn38 have to be a diantennary tree with no 

neuraminic acid linked (4). Concerning the flexibility of the glycan during the simulation, 

only in Asn85 was observed a different behavior for the systems with and without fucoses 

(Figure S6). The fucose system presented a major flexibility than the no-fucose system. In the 

latter system, the portion SLe
x
 that was exposed to the protein surface moved to the core, 

establishing interactions with the surrounding amino acids (see section 3.4 to further details).  

3.2. Glycan chain role on protein moiety dynamics  

 The MD simulation of AGP under both glycosylated and non-glycosylated states 

supported the obtaining of insights into the influence of the carbohydrate residues on AGP 

peptidic segment conformation and dynamics. Accordingly, the obtained data indicates a 

lowering in the amino acids flexibility upon glycosylation of AGP (Figure 2). Such effect 
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appears to occur mainly at turns and coils (Figure 2-D), whereas some lesser influence was 

also observed on the protein secondary structure (Figure 2-C). While such influence of glycan 

chains in glycoproteins was previously observed by our previous works (17, 18) and others 

(33), it was also suggested previously for AGP based circular dichoism (34). The minor 

differences in the secondary structure observed in the MD could be an effect of the 

insufficient time of simulation to describe the unfolding effects. However the analysis of the 

secondary structure at the final point of all three simulations compare to the crystal structure 

in general they maintain the same scaffold of crystal (Figure 1-D and Figure S1).  

 At the residue level, the RMSF analysis demonstrates a region with a major flexibility 

in the unglycosylated system around the residue 150 (Figure 2-B). This region corresponds to 

a great loop between two helices in the C-terminus at the surface of the protein. In the 

glycosylated systems, due to glycosylation trees, this region was no longer exposed to the 

surrounding solvent and the glycan trees possibly obstruct the loop movements, decreasing its 

flexibility. Regarding the two glycosylated simulations, both present a similar behavior at the 

residue level.  

3.3. Drug binding site dynamics  

 AGP and albumin are the most important drug carriers in plasma (35) with the  

difference that albumin prefers acid molecules while AGP binds preferentially basic and 

neutral molecules, such as warfarin (36) and imatinib (37). This preference is explained by the 

presence of neuraminic acids in the surface of the glycoprotein. Thus AGP is an important 

glycoprotein in studies of pharmacokinetics and efficacy of many therapeutic compounds and 

consequently in the design of better drug models (35, 38, 39).  

 In order to identify the ligands’ mode of binding to AGP, previous docking studies 

with diazepam and progesterone were performed aiming to understand their transport (5). 

These studies did not include the glycan portion of the glycoprotein, which is essential for this 
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binding. Therefore, in our studies the AGP cavity was empty but we tried to identify the 

influence of glycosylation on the recognition of AGP ligands, and the processes involved in 

the cavity structural maintenance. Volumes of diazepam and progesterone were measured in 

UCSF Chimera program (30), measuring 245.8 Å
3
 and 307.4 Å

3 
respectively. These measures 

aid the evaluation of cavity volume and the protein viability of carrying a ligand. 

 Initially all cavities have a volume compatible with the crystal structure and during the 

initial part of simulations the behavior was similar in all conditions. In the process of 

simulation the cavity measurements indicate that the unglycosylated AGP presents cavity 

loss, possibly due to the presence of solvent and absence of glycosylation. This indicates that 

glycosylation contributes primarily to the maintenance of the cavity. Both glycoprotein 

simulations present a cavity during the entire simulation time and with volumes in agreement 

with the ligands tested in previous studies (5). Moreover, the glycosylation make up a border 

surrounding the cavity, increasing its volume. The glycosylation also promotes a charged 

environment, adequate to bind basic ligands. These effects were more cleary observed in the 

system with fucose.   

 Analyzing the role of fucoses in the maintenance of cavity, no important structural 

differences were found in simulations with or without fucoses concerning these residues. This 

suggests that the role of fucose in the AGP structure may be related to molecular recognition 

events, principally in the surface of the glycoprotein.      

  

3.4. Structural implications for the potential participation of AGP on inflammatory 

processes 

 Lectin was glycoproteins with anti-inflammatory activity and present in acute fase 

process (40). These class of molecules include the selectin, a type of lectin responsible to 

recognize the glycan SLe
x
. The binding of AGP to selectin block this glycoprotein to bind in 
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leucocites and can be responsible to modulating extravasation into inflamed tissues (4). The 

structure of P-selectin was solved attached to SLe
x
 (27) suggest the conformation of SLe

x
 

necessary to binding to P-selectin.  In the crystal (PDB ID 1G1S) exist two molecules of SLe
x
 

binding to P-selectin in presence of ion calcium. This ion provide a hexa coordination of P-

selectin and the fucose to binding the SLe
x
. The measure of the  and  disaccharide dihedral 

angles of SLe
x
, we find =-75 and =-100 to -Fuc-(13)--GlcNAc; 1=-70, 2=-80 and 

=140 to -Gal-(14)--GlcNAc; =60 and 1=-110, 2=-120 to -NeuAc-(23)--Gal.  

 In the simulations the measurement of these disaccharides were performed on SLe
x
 in 

order to compare and evaluate the possibility of SLe
x
 from AGP binding to P-selectin (Figure 

5). The results obtained for three SLe
x
 portions were in accordance with P-selectin from 

crystallography for glycans bound to Asn54 and Asn75. In the case of Asn85, the  angle of 

-Gal-(14)--GlcNAc linkages and the   and  angles of -NeuAc-(23)--Gal  have 

different conformations from those observed in  P-selectin-SLe
x
 binding (PDB ID 1G1S). In 

order to observe the binding of P-selectin to AGP, the choice of SLe
x 

in the same orientation 

of the crystallographic molecule aided in the process of conformational selection (41). This 

approach took advantage of the functional selectivity of P-selectin binding to SLe
x
 from the 

AGP glycan. 

 The search for SLe
x
 conformations that were similar to those found in the P-selectin 

crystal resulted in some conformations compatible with binding in all glycan positions during 

the simulation. However, in the case of Asn85 glycan, the disaccharide angles differ in most 

of the frames.  Moreover, when we observe the structural position of SLe
x
 in the Asn85 

glycan tree, the localization of SLe
x 

was not able to bind to P-selectin due to the orientation of 

SLe
x
 that was hidden in relation to the surface of AGP. This indicated that the P-selectin and 

SLe
x
 connection would make the molecules of AGP and P-selectin overlap. To confirm the 

proximity of AGP and SLe
x
, the interactions between Asn85 SLe

x
 portion and AGP protein 
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portion were measured by computing H-bonds during the entire simulations. These measures 

indicated that each simulation frame had 2.91.4 bonds. 

 Taking this observation into account, the SLe
x
 present in position Asn54 and Asn75 

glycans with conformational orientation similar to the crystallographic model was docked to 

P-selectin in presence of calcium ion. In both positions the results fit the SLe
x
 present in the 

glycan of AGP molecule in the binding of P-selectin with distance among calcium ion, fucose 

and P-selectin favorable to coordination, demonstrating the potential to form these complex 

(Figure. 5).  

 The interaction of P-selectin and SLe
x
 was based on crystallographic data (27), by  

overlapping of SLe
x
 portion in crystallographic model and MD simulation o and calcium 

coordination.. For each SLe
x
 in glycan Asn54 and Asn75 we constructed one initial model for 

AGP-P-selectin (Figure 5). The P-selectin-AGP overlap hindered the modeling of the Asn85 

glycan.  

 The MD simulation of both models demonstrated an interaction between AGP and P-

selectin. The energy between the specific binding glycan and P-selectin was measured during 

the simulation in order to verify if the molecules were bonded (Figure 6). To analyze the total 

energy between glycan and P-selectin, measurements were performed from 10 ns of 

simulation onwards, in order to obtain results after system equilibration. The energy in the 

complex bond by Asn54 glycan were more stable than the one formed by Asn75 glycan, with 

energy of -526  69 kJ/mol for the former and -472  108 kJ/mol for the latter.   

 P-selectin forms a complex with AGP by binding specifically to a glycan composed by 

the SLe
x
 portion. These complexes, however, demonstrate differences regarding the 

participation of the other glycans in the process. In order to understand these processes, the 

formation of H-bonds between P-selectin and all glycans was measured. In the complex 

formed by P-seletin and AGP binding to Asn54 glycan this glycan forms 7.9  2.6 H-bonds 
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per frame and specifically 4.7  1.6 of these H-bonds involve the SLe
x
 portion. Analyzing the 

other glycans we identified that Asn15 interacted with P-selectin forming 6.3  2.5 H-bonds 

per frame. These bonds seem to stabilize the interaction of the complex.  

 The complex formed by P-selectin and Asn75-bound glycan formed 6.4  2.9 H-bonds 

and 2.1  1.6 with the SLe
x
 portion. Regarding other glycans that interact with this complex 

only the one bound to Asn38 showed significant interactions, with 1.8  1.4 H-bonds per 

frame. The differences in the mode of binding observed for the two complexes may explain 

the energetic differences in the complex formed by Asn54-bound glycan when compared to 

the one formed with the Asn75-bound glycan. The glycan from Asn54 may owe its enhanced 

stability to its interaction with the Asn15-bound glycan. The Asn38-bound glycan has only 

minor interactions in the complex formed by Asn75-bound glycan. 

 These MD simulations experiments provided a basis for the molecular recognizing of 

AGP by P-selectin. The simulations of AGP and P-selectin binding to either Asn54 or Asn75 

glycans were performed and the interaction energy between the AGP glycan and P-selectin 

were measured. These energy measurements indicated that both molecules interact during the 

analyzed period for both interaction cases. Moreover, the interaction with Asn54-bound 

glycan is more stable than the one with Asn75-bound glycan, mainly due to stabilization 

involving the glycan bound to Asn15-glycan.    

 

 4. Conclusions 

In this work we were able to obtain models of AGP in two glycosylated forms 

employing its crystallographic structure and the sequences of glycosylation of the five 

glycosylation sites obtain from mass spectroscopy. Most important, such models accounts for 

dynamical features of AGP in aqueous solution as derived from MD simulations. 
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Accordingly, the protein dynamics demonstrated a major flexibility of the 

unglycosylated structure when compared to its glycosylated forms, pointing to a 

glycosylation-induced stabilization of the protein. 

The different glycosylation forms do not interfere with the flexibility of glycans in 

general. The principal influence of glycosylation was related to cavity preservation. Therefore 

to better understand the role of fucosylation in the flexibility simulations a large time scale 

would be necessary.  

The binding of AGP to P-selectin was shown to be possible in the positions Asn54 

Asn75 and these findings suggest that AGP has conformational requirements to recognize P-

selectin in inflammatory events due to the possibility to coordinate calcium ion between 

fucose and P-selectin. However the position Asn85 are not able to dock to P-selectin due to de 

SLe
x
 in this position being in the core of the glycoprotein and the disaccharide dihedrals are in 

disagreement with crystallographic data for P-selectin. The MD initial models are in 

accordance with P-selectin crystal distances for P-selectin and SLe
x
 (27), with this interaction 

depend ending on fucose and calcium  ion. In this work was observed the interaction of AGP 

and P-selectin through the different glycan trees bound to Asn54 and Asn75. It is known that 

P-selectin interacts with different SLe
x
-containing glycosylation trees (4). During the 

simulation time both the studied glycan trees were able to keep the proteins bound. 

Considering the overwhelming variation observed for AGP glycoforms, it is interesting to 

point out the importance of the glycan structures surrounding the SLe
x
-containing tree, since 

these non-binding glycans seem to take part in the complex scenario of AGP-P-selectin 

interaction, as observed in the present work. 
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Captions to figures: 

Figure 1: (A) Schematic representation of human AGP glycosylation. The saccharides 

involved were b-N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc), a/b-D-mannose (Man), a-L-fucose (Fuc), 

b-D-galactose (Gal) and a-N-acetylneuraminic acid (NeuAc). Snapshots of MD simulations 

for human AGP glycosylation structures (B) with fucoses and (C) without fucoses and (D) fit 

of final dynamics structures unglycosylated (green), with fucoses (blue) and without fucoses 

(red). 

 

Figure 2: All-atoms protein RMSD (A) and all-atoms protein RMSF (B), RMSD of secondary 

structure (C) and turns and coils (D). 

 

Figure 3: AGP volume cavities found by dxTuber, demonstrating the loss of cavity in the 

unglycosylated form and the volume of glycosylated-form cavity, which is compatible with 

the binding of AGP ligands as previously studied (5), namely diazepam (245.8 Å
3
) and 

progesterone (307.4 Å
3
).

 
 

 

Figure 4: Analysis of the relative abundance of the bioactive conformation of SLe
x
 in the 

simulation, as defined in its crystallographic complex with P-selectin (PDB ID 1G1S). The 

disaccharide dihedrals that are present in the crystal are represented on each fucosylated AGP 

glycan tree (dotted line in the graphics). The disaccharides that compose each SLe
x
 are 

colored as black when attached to Asn54, as red when attached to Asn75, and as green when 

attached to Asn85. 

 

Figure 5: Representation of AGP-P-selectin complex formed in presence of calcium (blue). P-

selectin was linked to Asn54-bound glycan (green) and Asn75-bound glycan (brown). The 

AGP proteins in both complexes were fit and the other glycan trees not involved in the initial 

interactions were hidden to facilitate visualization of the complexes. 

 

Figure 6: Total energy between the P-selectin and the glycan that comprises the SLe
x
. 
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Figure S1: Secondary structure contends of crystal structure of AGP (3KQ0) and the 

simulated systems.  

 

 

 
Figure S2: Glycosylation pattern of AGP. Letters up to glycosylation correspond to the 

dihedrals analyzed in figures S3 to S5 to systems with and without fucose.  
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Figure S3: AGP with fucose distribution of the f, y dihedral angles from glycans at Asn15 

(blue), Asn38 (orange), Asn54 (black), Asn75 (red) and Asn85 (green). The coloured curve 

(brown) indicates the most prevalent conformation of disaccharides in solution.  
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Figure S4: AGP with fucose distribution of the f and y  dihedral angles from glycans at 

Asn15 (blue), Asn38 (orange), Asn54 (black), Asn75 (red) and Asn85 (green). The coloured 

curve (brown) indicates the most prevalent conformation of disaccharides in solution.  
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Figure S5: AGP with fucose distribution of the f and y and w dihedral angles from glycans at 

Asn15 (blue), Asn54 (black), Asn75 (red) and Asn85 (green). The coloured curve (brown) 

indicates the most prevalent conformation of disaccharides in solution.  
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Figure S6: RMSF of glycan trees of AGP (black with fucoses and red without fucoses).   

 
 
 
 
 
 
 

  



 120 

5 Conclusões 

A partir dos objetivos traçados, o presente trabalho permitiu: 

 Reprodução, em mais de 95%, do comportamento conformacional da 

parte sacarídica de glicoproteínas e dissacarídeos em solução aquosa, 

em comparação a dados experimentais de RMN, validando o protocolo 

empregado para descrição de carboidratos por MM; 

 Utilização do refinamento de mínimos de energia obtidos por mapas de 

contorno em solução aquosa por DM como uma estratégia capaz de 

agregar qualidade à descrição conformacional de carboidratos, mais 

próxima do que deve ser esperado em soluções biológicas e utilizando 

o campo de força GROMOS96 43a1; 

 Proposição do emprego de estados conformacionais de dissacarídeos 

como uma metodologia onde os dissacarídeos funcionam como blocos 

para a construção de glicanas complexas ligadas a glicoproteínas; 

 Utilização da metodologia acima para construção de glicoproteínas 

sem estrutura tridimensional glicídica identificada; 

 Entendimento do papel de glicosilação na estrutura da AGP e as 

implicações que a glicosilação tem sobre o sitio de ligação da proteína. 

 A partir da glicosilação da AGP foi possível a caracterização do 

complexo AGP - P-selectina, propondo uma forma de ligação entre as 

duas moléculas e algumas bases moleculares dessa ligação a duas 

árvores glicídicas diferentes.  

 

De forma geral, os resultados obtidos confirmam o potencial de ferramentas de 

MM no estudo de sistemas biológicos, especialmente na reprodução e predição de 

propriedades conformacionais de oligossacarídeos, correlacionando-se com dados 

experimentais prévios e possibilitando a construção de estruturas glicosiladas de 

proteínas a partir da estrutura protéica e da sequência de glicosilação. 
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7 Anexos 

 

Durante a realização desta tese, alguns outros projetos foram elaborados em 

forma de colaborações com o grupo da professora Márcia Margis-Pinheiro ou 

orientação de iniciação científica. Destes resultados, surgiram dois trabalhos um 

aceito (Trabalho I) e outro submetido (Trabalho II), as capas destes trabalhos estão 

incluídas a seguir. 
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7.1 Trabalho I 
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7.2 Trabalho II 
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7.3 Cargas atômicas de Löwdin 

As cargas atômicas parciais de Löwdin são divididas em grupamentos, ou 

grupos de carga, para ser aplicadas para diferentes resíduos de carboidratos 

visando simulações em diferentes campos de força. As cargas a seguir calculadas 

(Becker et al., 2007) foram utilizadas nos dissacarídeos estudados. 

Grupamento Estrutura 2D Estrutura 3D e cargas 

C5-O5 do anel 
piranosídico 

 

 

 

Ligações 
glicosídicas 

1→X* 

 

 

 

Ligação 
glicosídica 

1→6 

 

 

 

Hidroxila 
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Grupamento Estrutura 2D Estrutura 3D e cargas 

Carboxilato 

 

 
 

 

 
 

* X= 2, 3 ou 4 
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8 Apêndices 

8.1 Mapas de dissacarídeos utilizados nas simulações da AGP 

Estes mapas de contorno foram utilizados para calcular as conformações mais 

estáveis dos dissacarideos que fazem parte da AGP. Ao fundo (cinza) temos os 

resultados de mínimo de energia para a simulação destes dissacarídeos em 

solução. 
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8.2 Topologias de monossacarídeos para GROMOS96 43a1 

Esses arquivos contêm os parâmetros de ligação, ângulo de ligação e diedros 

para as moléculas em estudo. No caso específico do campo de força GROMOS96 

43a1, utilizando o pacote GROMACS, essas topologias, juntamente com outras que 

descrevem outras classes de biomoléculas, fazem parte de um arquivo com 

extensão “rtp”, localizado em uma pasta de topologias compartilhadas do programa. 

Abaixo, seguem as topologias para os monossacarídeos constituintes da 

glicoproteína AGP, assim como parâmetros para os aminoácidos a que os 

oligossacarídeos se ligam. 

 

β-GlcNAc-(1→N)-Asn 
 
[ ASN2 ] 

 [ atoms ] 

    N     N    -0.28000     0 

    H     H     0.28000     0 

   CA   CH1     0.00000     1 

   CB   CH2     0.00000     1 

   CG     C     0.38000     2 

  OD1     O    -0.38000     2 

  ND2    NT    -0.26500     3 

  HD2     H     0.15500     3 

    C     C       0.380     4 

    O     O      -0.380     4 

 [ bonds ] 

    N     H    gb_2 

    N    CA    gb_20 

   CA     C    gb_26 

    C     O    gb_4 

    C    +N    gb_9 

   CA    CB    gb_26 

   CB    CG    gb_26 

   CG   OD1    gb_4 

   CG   ND2    gb_8 

  ND2   HD2    gb_2 

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gromos type 

   -C     N     H     ga_31 

    H     N    CA     ga_17 

   -C     N    CA     ga_30 

 

    N    CA     C     ga_12 

   CA     C    +N     ga_18 

   CA     C     O     ga_29 

    O     C    +N     ga_32 

   CA     C     O     ga_29 

    O     C    +N     ga_32 

    N    CA    CB     ga_12 

    C    CA    CB     ga_12 

   CA    CB    CG     ga_14 

   CB    CG   OD1     ga_29 

   CB    CG   ND2     ga_18 

  OD1    CG   ND2     ga_32 

   CG   ND2   HD2     ga_22 

 [ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

    N    -C    CA     H     gi_1 

    C    CA    +N     O     gi_1 

   CA     N     C    CB     gi_2 

   CG   OD1   ND2    CB     gi_1 

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

  -CA    -C     N    CA     gd_4 

   -C     N    CA     C     gd_19 

    N    CA     C    +N     gd_20 

    N    CA    CB    CG     gd_17 

   CA    CB    CG   ND2     gd_20 

   CB    CG   ND2   HD2     gd_4 
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β-GlcNAc-(1→4)-β-GlcNAc-(1→N)-Asn 
 

 
[ NAG1 ] 

 [ atoms ] 

   C8   CH3     0.07000     0 

   C7     C     0.27100     0 

   O7     O    -0.40500     0 

   N2     N    -0.23100     0 

  H22     H     0.20100     0 

   C2   CH1     0.09400     0 

   C1   CH1     0.11000     1 

   O5    OA    -0.24200     2 

   C5   CH1     0.24200     2 

   C6   CH2     0.36300     3 

   O6    OA    -0.53500     3 

   C4   CH1     0.14200     4 

   O4    OA    -0.39600     4 

   C3   CH1     0.16000     5 

   O3    OA    -0.40000     5 

  H32     H     0.24000     5 

 [ bonds ] 

   C8   C7     gb_26 

   C7   O7     gb_4 

   C7   N2     gb_10 

   N2  H22     gb_2 

   N2   C2     gb_20 

   C2   C1     gb_25 

   C2   C3     gb_25 

   C1   O5     gb_19 

   O5   C5     gb_19 

   C5   C6     gb_25 

   C5   C4     gb_25 

   C6   O6     gb_19 

   C4   O4     gb_19 

   C4   C3     gb_25 

   O4  +C1     gb_19 

   C3   O3     gb_19 

   O3  H32     gb_1 

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gromos type 

   C8   C7   O7       ga_29 

   C8   C7   N2       ga_18 

   O7   C7   N2       ga_32 

   C7   N2  H22       ga_31 

   C7   N2   C2       ga_30 

  H22   N2   C2       ga_24 

   N2   C2   C1       ga_12 

   N2   C2   C3       ga_12 

   C1   C2   C3       ga_7 

   C2   C1   O5       ga_8 

   C1   O5   C5       ga_9 

 

   O5   C5   C6       ga_8 

   O5   C5   C4       ga_8 

   C6   C5   C4       ga_7 

   C5   C6   O6       ga_8 

   C5   C4   O4       ga_8 

   C5   C4   C3       ga_7 

   O4   C4   C3       ga_8 

   C4   O4  +C1       ga_9 

   C2   C3   C4       ga_7 

   C2   C3   O3       ga_8 

   C4   C3   O3       ga_8 

   C3   O3  H32       ga_11 

[ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C7    C8    O7    N2     gi_1 

   N2    C7   H22    C2     gi_1 

   C2    N2    C3    C1     gi_2 

   C5    O5    C6    C4     gi_2 

   C4    C5    C3    O4     gi_2 

   C3    O3    C2    C4     gi_2 

   C5    C2    C4    C1     gi_7 

   C5    C2    C3    C1     gi_8 

   C5    C2    C3    O5     gi_9 

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C8    C7    N2    C2     gd_4 

   C3    C2    N2    C7     gd_14 

   O5    C1    C2    N2     gd_8 

   O3    C3    C2    N2     gd_8 

   C2    C1    O5    C5     gd_14 

   C4    C5    O5    C1     gd_14 

   O6    C6    C5    O5     gd_8 

   C3    C4    C5    O5     gd_7 

   O3    C3    C4    C5     gd_7 

   C2    C3    O3   H32     gd_12 

   C3    C4    O4   +C1     gd_14 

   C2    C3    C4    C5     gd_17 

   C6    C5    C4    C3     gd_17 

   C6    C5    C4    O4     gd_7 

   N2    C2    C3    C4     gd_7 

   C1    C2    C3    O3     gd_7 

   O3    C3    C4    O4     gd_8 

   O5    C5    C4    O4     gd_8 

   C4    C5    C6    O6     gd_7 

   C4    C5    C6    O6     gd_17 

   O5    C1    C2    C3     gd_7 

   C1    C2    C3    C4     gd_17 

   C2    C3    C4    O4     gd_7 
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β-Man-(1→4)-β-GlcNAc-(1→4)-β-GlcNAc 
 

 
[ NAG2 ] 

 [ atoms ] 

   C8   CH3     0.07000     0 

   C7     C     0.27100     0 

   O7     O    -0.40500     0 

   N2     N    -0.23100     0 

  H22     H     0.20100     0 

   C2   CH1     0.09400     0 

   C1   CH1     0.25400     1 

   O5    OA    -0.24200     2 

   C5   CH1     0.24200     2 

   C6   CH2     0.16000     3 

   O6    OA    -0.40000     3 

  H63     H     0.24000     3 

   C4   CH1     0.14200     4 

   O4    OA    -0.39600     4 

   C3   CH1     0.16000     5 

   O3    OA    -0.40000     5 

  H32     H     0.24000     5 

 [ bonds ] 

   C8   C7     gb_26 

   C7   O7     gb_4 

   C7   N2     gb_10 

   N2  H22     gb_2 

   N2   C2     gb_20 

   C2   C1     gb_25 

   C2   C3     gb_25 

   C1   O5     gb_19 

   O5   C5     gb_19 

   C5   C6     gb_25 

   C5   C4     gb_25 

   C6   O6     gb_19 

   O6  H63     gb_1 

   C4   O4     gb_19 

   O4  +C1     gb_19 

   C4   C3     gb_25 

   C3   O3     gb_19 

   O3  H32     gb_1 

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gromos type 

   C8   C7   O7       ga_29 

   C8   C7   N2       ga_18 

   O7   C7   N2       ga_32 

   C7   N2  H22       ga_31 

   C7   N2   C2       ga_30 

  H22   N2   C2       ga_24 

   N2   C2   C1       ga_12 

   N2   C2   C3       ga_12 

   C1   C2   C3       ga_7 

   C2   C1   O5       ga_8 

   C1   O5   C5       ga_9 

  -O4   C1   O5       ga_8 

  -O4   C1   C2       ga_8 

   O5   C5   C6       ga_8 

   O5   C5   C4       ga_8 

 

 

   C6   C5   C4       ga_7 

   C5   C6   O6       ga_8 

   C6   O6  H63       ga_11 

   C5   C4   O4       ga_8 

   C5   C4   C3       ga_7 

   C4   O4  +C1       ga_9 

   O4   C4   C3       ga_8 

   C2   C3   C4       ga_7 

   C2   C3   O3       ga_8 

   C4   C3   O3       ga_8 

   C3   O3  H32       ga_11 

 [ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C1   -O4    O5    C2     gi_2 

   C7    C8    O7    N2     gi_1 

   N2    C7   H22    C2     gi_1 

   C2    N2    C3    C1     gi_2 

   C5    O5    C6    C4     gi_2 

   C4    C5    C3    O4     gi_2 

   C3    O3    C2    C4     gi_2 

   C5    C2    C4    C1     gi_7 

   C5    C2    C3    C1     gi_8 

   C5    C2    C3    O5     gi_9 

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C8    C7    N2    C2     gd_4 

   C3    C2    N2    C7     gd_14 

   O5    C1    C2    N2     gd_8 

   O3    C3    C2    N2     gd_8 

   C2    C1    O5    C5     gd_14 

   C4    C5    O5    C1     gd_14 

  -C4   -O4    C1    C2     gd_14 

  -O4    C1    C2    C3     gd_17 

  -O4    C1    C2    C3     gd_7 

  -O4    C1    C2    O2     gd_8 

   O6    C6    C5    O5     gd_8 

   C3    C4    C5    O5     gd_7 

   O3    C3    C4    C5     gd_7 

   C2    C3    O3   H32     gd_12 

   C3    C4    O4   +C1     gd_14 

  H63    O6    C6    C5     gd_12 

   C2    C3    C4    C5     gd_17 

   C6    C5    C4    C3     gd_17 

   C6    C5    C4    O4     gd_7 

   N2    C2    C3    C4     gd_7 

   C1    C2    C3    O3     gd_7 

   O3    C3    C4    O4     gd_8 

   O5    C5    C4    O4     gd_8 

   C4    C5    C6    O6     gd_7 

   C4    C5    C6    O6     gd_17 

   O5    C1    C2    C3     gd_7 

   C1    C2    C3    C4     gd_17 

   C2    C3    C4    O4     gd_7 
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α-Man-(1→6)-β-Man-(1→4)-β-GlcNAc 
 3 
 ↑ 
 1 

       α-Man 
 

 
[ BMA1 ] 

 [ atoms ] 

   C6   CH2     0.36300     0 

   O6    OA    -0.53500     0 

   C5   CH1     0.24200     

1 

   O5    OA    -0.24200     1 

   C1   CH1     0.25400     2 

   C2   CH1     0.16000     3 

   O2    OA    -0.40000     3 

  H22     H     0.24000     3 

   C3   CH1     0.14200     4 

   O3    OA    -0.39600     4 

   C4   CH1     0.16000     5 

   O4    OA    -0.40000     5 

  H42     H     0.24000     5 

 [ bonds ] 

   C6   C5     gb_25 

   C5   O5     gb_19 

   C5   C4     gb_25 

   O5   C1     gb_19 

   C1   C2     gb_25 

   C2   O2     gb_19 

   C2   C3     gb_25 

   O2  H22     gb_1 

   C3   O3     gb_19 

   C3   C4     gb_25 

   C4   O4     gb_19 

   O4  H42     gb_1 

1.1.1.1.1    C6   O6     gb_19 

   O6  +C1     gb_19 

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gromos type 

   C6   C5   O5       ga_8 

   C6   C5   C4       ga_7 

   O5   C5   C4       ga_8 

   C5   O5   C1       ga_9 

   O5   C1   C2       ga_8 

   C1   C2   O2       ga_8 

  -O4   C1   O5       ga_8 

  -O4   C1   C2       ga_8 

   C1   C2   C3       ga_7 

   O2   C2   C3       ga_8 

   C2   O2  H22       ga_11 

   C2   C3   O3       ga_8 

   C2   C3   C4       ga_7 

   O3   C3   C4       ga_8 

 

 

   C5   C4   C3       ga_7 

   C5   C4   O4       ga_8 

   C3   C4   O4       ga_8 

   C4   O4  H42       ga_11 

   C5   C6   O6       ga_8 

   C6   O6  +C1       ga_9 

 [ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C1   -O4    O5    C2     gi_2 

   C5    C6    C4    O5     gi_2 

   C2    C3    O2    C1     gi_2 

   C3    C4    O3    C2     gi_2 

   C4    O4    C5    C3     gi_2 

   C5    C2    C4    C1     gi_7 

   C5    C2    C3    C1     gi_8 

   C5    C2    C3    O5     gi_9 

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C2    C1    O5    C5     gd_14 

   C3    C2    C1    O5     gd_7 

   C1    C2    O2   H22     gd_12 

   C4    C3    C2    C1     gd_17 

   O4    C4    C3    C2     gd_7 

   C5    C4    O4   H42     gd_12 

   C2    C3    C4    C5     gd_17 

   C1    O5    C5    C4     gd_14 

  -C4   -O4    C1    C2     gd_14 

  -O4    C1    C2    C3     gd_17 

  -O4    C1    C2    C3     gd_7 

  -O4    C1    C2    O2     gd_8 

   O5    C5    C4    C3     gd_7 

   C6    C5    C4    C3     gd_17 

   C6    C5    C4    O4     gd_7 

   C5    C6    O6   +C1     gd_14 

   O5    C1    C2    O2     gd_8 

   O2    C2    C3    C4     gd_7 

   O2    C2    C3    O3     gd_8 

   C1    C2    C3    O3     gd_7 

   O3    C3    C4    C5     gd_7 

   O3    C3    C4    O4     gd_8 

   O5    C5    C4    O4     gd_8 

   C4    C5    C6    O6     gd_7 

   C4    C5    C6    O6     gd_17 

   O5    C5    C6    O6     gd_8 

 

 

  



 152 

-GlcNAc-(1→2)-α-Man-(1→6)-β-Man 
 

 
[ MAN1 ] 

 [ atoms ] 

   C6   CH2     0.16000     0 

   O6    OA    -0.40000     0 

  H63     H     0.24000     0 

   C5   CH1     0.24200     1 

   O5    OA    -0.24200     1 

   C1   CH1     0.17200     2 

   C2   CH1     0.14200     3 

   O2    OA    -0.39600     3 

   C3   CH1     0.16000     4 

   O3    OA    -0.40000     4 

  H32     H     0.24000     4 

   C4   CH1     0.16000     5 

   O4    OA    -0.40000     5 

  H42     H     0.24000     5  

 [ bonds ] 

   C6   C5     gb_25 

   C5   O5     gb_19 

   C5   C4     gb_25 

   O5   C1     gb_19 

   C1   C2     gb_25 

   C2   O2     gb_19 

   C2   C3     gb_25 

   C3   O3     gb_19 

   O3  H32     gb_1 

   C3   C4     gb_25 

   C4   O4     gb_19 

   O4  H42     gb_1 

   C6   O6     gb_19 

   O6  H63     gb_1 

   O2  +C1     gb_19 

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gromos type 

   C6   C5   O5       ga_8 

   C6   C5   C4       ga_7 

   O5   C5   C4       ga_8 

   C5   O5   C1       ga_9 

   O5   C1   C2       ga_8 

   C1   C2   O2       ga_8 

  -O6   C1   O5       ga_8 

  -O6   C1   C2       ga_8 

   C1   C2   C3       ga_7 

   O2   C2   C3       ga_8 

   C2   C3   O3       ga_8 

   C3   O3  H32       ga_11 

   C2   C3   C4       ga_7 

   O3   C3   C4       ga_8 

   C5   C4   C3       ga_7 

 

 

   C5   C4   O4       ga_8 

   C3   C4   O4       ga_8 

   C4   O4  H42       ga_11 

   C5   C6   O6       ga_8 

   C6   O6  H63       ga_11 

   C2   O2  +C1       ga_9 

 [ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C1   -O6    C2    O5     gi_2 

   C5    C6    C4    O5     gi_2 

   C2    C3    O2    C1     gi_2 

   C3    C4    O3    C2     gi_2 

   C4    O4    C5    C3     gi_2 

   C5    C2    C4    C1     gi_7 

   C5    C2    C3    C1     gi_8 

   C5    C2    C3    O5     gi_9 

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C2    C1    O5    C5     gd_14 

   C3    C2    C1    O5     gd_7 

   C4    C3    C2    C1     gd_17 

   O4    C4    C3    C2     gd_7 

   C5    C4    O4   H42     gd_12 

   C2    C3    C4    C5     gd_17 

   C1    O5    C5    C4     gd_14 

  -C6   -O6    C1    C2     gd_14 

  -O6    C1    C2    C3     gd_17 

  -O6    C1    C2    C3     gd_7 

  -O6    C1    C2    O2     gd_8 

   O5    C5    C4    C3     gd_7 

   C6    C5    C4    C3     gd_17 

   C6    C5    C4    O4     gd_7 

   C3    C2    O2   +C1     gd_14 

   O5    C1    C2    O2     gd_8 

   O2    C2    C3    C4     gd_7 

   O2    C2    C3    O3     gd_8 

   C1    C2    C3    O3     gd_7 

   C2    C3    O3   H32     gd_12 

   O3    C3    C4    C5     gd_7 

   O3    C3    C4    O4     gd_8 

   O5    C5    C4    O4     gd_8 

   C4    C5    C6    O6     gd_7 

   C4    C5    C6    O6     gd_17 

   O5    C5    C6    O6     gd_8 

   C5    C6    O6   H63     gd_12 
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-GlcNAc-(1→2)--Man-(1→6)-β-Man 
 4 
 ↑ 
 1 

       -GlcNAc 
 

 
[ MAN5 ] 

 [ atoms ] 

   C6   CH2     0.16000     0 

   O6    OA    -0.40000     0 

  H63     H     0.24000     0 

   C5   CH1     0.24200     1 

   O5    OA    -0.24200     1 

   C1   CH1     0.17200     2 

   C2   CH1     0.14200     3 

   O2    OA    -0.39600     3 

   C3   CH1     0.16000     4 

   O3    OA    -0.40000     4 

  H32     H     0.24000     4 

   C4   CH1     0.14200     5 

   O4    OA    -0.39600     5 

 [ bonds ] 

   C6   C5     gb_25 

   C5   O5     gb_19 

   C5   C4     gb_25 

   O5   C1     gb_19 

   C1   C2     gb_25 

   C2   O2     gb_19 

   C2   C3     gb_25 

   C3   O3     gb_19 

   O3  H32     gb_1 

   C3   C4     gb_25 

   C4   O4     gb_19 

   C6   O6     gb_19 

   O6  H63     gb_1 

   O2  +C1     gb_19 

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gromos type 

   C6   C5   O5       ga_8 

   C6   C5   C4       ga_7 

   O5   C5   C4       ga_8 

   C5   O5   C1       ga_9 

   O5   C1   C2       ga_8 

   C1   C2   O2       ga_8 

  -O6   C1   O5       ga_8 

  -O6   C1   C2       ga_8 

   C1   C2   C3       ga_7 

   O2   C2   C3       ga_8 

   C2   C3   O3       ga_8 

   C3   O3  H32       ga_11 

   C2   C3   C4       ga_7 

   O3   C3   C4       ga_8 

 

 

   C5   C4   C3       ga_7 

   C5   C4   O4       ga_8 

   C3   C4   O4       ga_8 

   C5   C6   O6       ga_8 

   C6   O6  H63       ga_11 

   C2   O2  +C1       ga_9 

 [ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C1   -O6    C2    O5     gi_2 

   C5    C6    C4    O5     gi_2 

   C2    C3    O2    C1     gi_2 

   C3    C4    O3    C2     gi_2 

   C4    O4    C5    C3     gi_2 

   C5    C2    C4    C1     gi_7 

   C5    C2    C3    C1     gi_8 

   C5    C2    C3    O5     gi_9 

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C2    C1    O5    C5     gd_14 

   C3    C2    C1    O5     gd_7 

   C4    C3    C2    C1     gd_17 

   O4    C4    C3    C2     gd_7 

   C2    C3    C4    C5     gd_17 

   C1    O5    C5    C4     gd_14 

  -C6   -O6    C1    C2     gd_14 

  -O6    C1    C2    C3     gd_17 

  -O6    C1    C2    C3     gd_7 

  -O6    C1    C2    O2     gd_8 

   O5    C5    C4    C3     gd_7 

   C6    C5    C4    C3     gd_17 

   C6    C5    C4    O4     gd_7 

   C3    C2    O2   +C1     gd_14 

   O5    C1    C2    O2     gd_8 

   O2    C2    C3    C4     gd_7 

   O2    C2    C3    O3     gd_8 

   C1    C2    C3    O3     gd_7 

   C2    C3    O3   H32     gd_12 

   O3    C3    C4    C5     gd_7 

   O3    C3    C4    O4     gd_8 

   O5    C5    C4    O4     gd_8 

   C4    C5    C6    O6     gd_7 

   C4    C5    C6    O6     gd_17 

   O5    C5    C6    O6     gd_8 

   C5    C6    O6   H63     gd_12 
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-GlcNAc-(1→2)-α-Man-(1→3)-β-Man 
 

 
[ MAN8 ] 

 [ atoms ] 

   C6   CH2     0.16000     0 

   O6    OA    -0.40000     0 

  H63     H     0.24000     0 

   C5   CH1     0.24200     1 

   O5    OA    -0.24200     1 

   C1   CH1     0.25400     2 

   C2   CH1     0.14200     3 

   O2    OA    -0.39600     3 

   C3   CH1     0.16000     4 

   O3    OA    -0.40000     4 

  H32     H     0.24000     4 

   C4   CH1     0.16000     5 

   O4    OA    -0.40000     5 

  H42     H     0.24000     5 

 [ bonds ] 

   C6   C5     gb_25 

   C5   O5     gb_19 

   C5   C4     gb_25 

   O5   C1     gb_19 

   C1   C2     gb_25 

   C2   O2     gb_19 

   O2  +C1     gb_19 

   C2   C3     gb_25 

   C3   O3     gb_19 

   C3   C4     gb_25 

   O3  H32     gb_1 

   C4   O4     gb_19 

   O4  H42     gb_1 

   C6   O6     gb_19 

   O6  H63     gb_1 

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gromos type 

   C6   C5   O5       ga_8 

   C6   C5   C4       ga_7 

   O5   C5   C4       ga_8 

   C5   O5   C1       ga_9 

   O5   C1   C2       ga_8 

   C1   C2   O2       ga_8 

   C1   C2   C3       ga_7 

   O2   C2   C3       ga_8 

   C2   O2  +C1       ga_9 

   C2   C3   O3       ga_8 

   C2   C3   C4       ga_7 

 

 

   O3   C3   C4       ga_8 

   C3   O3  H32       ga_11 

   C5   C4   C3       ga_7 

   C5   C4   O4       ga_8 

   C3   C4   O4       ga_8 

   C4   O4  H42       ga_11 

   C5   C6   O6       ga_8 

   C6   O6  H63       ga_11 

 [ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C5    C6    C4    O5     gi_2 

   C2    C3    O2    C1     gi_2 

   C3    C4    O3    C2     gi_2 

   C4    O4    C5    C3     gi_2 

   C5    C2    C4    C1     gi_7 

   C5    C2    C3    C1     gi_8 

   C5    C2    C3    O5     gi_9 

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C2    C1    O5    C5     gd_14 

   C3    C2    C1    O5     gd_7 

   C4    C3    C2    C1     gd_17 

   C2    C3    O3   H32     gd_12 

   O4    C4    C3    C2     gd_7 

   C2    C3    C4    C5     gd_17 

   C1    O5    C5    C4     gd_14 

   O5    C5    C4    C3     gd_7 

   C6    C5    C4    C3     gd_17 

   C6    C5    C4    O4     gd_7 

   C3    C4    O4   H42     gd_12 

   O5    C1    C2    O2     gd_8 

   O2    C2    C3    C4     gd_7 

   O2    C2    C3    O3     gd_8 

   C3    C2    O2   +C1     gd_14 

   C1    C2    C3    O3     gd_7 

   O3    C3    C4    C5     gd_7 

   O3    C3    C4    O4     gd_8 

   O5    C5    C4    O4     gd_8 

   C4    C5    C6    O6     gd_7 

   C4    C5    C6    O6     gd_17 

   O5    C5    C6    O6     gd_8 

   C5    C6    O6   H63     gd_12 
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-GlcNAc-(1→2)--Man-(1→3)-β-Man 
 4 
 ↑ 
 1 

       -GlcNAc 
 

 
[ MAN7 ] 

 [ atoms ] 

   C6   CH2     0.16000     0 

   O6    OA    -0.40000     0 

  H63     H     0.24000     0 

   C5   CH1     0.24200     1 

   O5    OA    -0.24200     1 

   C1   CH1     0.25400     2 

   C2   CH1     0.14200     3 

   O2    OA    -0.39600     3 

   C3   CH1     0.16000     4 

   O3    OA    -0.40000     4 

  H32     H     0.24000     4 

   C4   CH1     0.14200     5 

   O4    OA    -0.39600     5 

 [ bonds ] 

   C6   C5     gb_25 

   C5   O5     gb_19 

   C5   C4     gb_25 

   O5   C1     gb_19 

   C1   C2     gb_25 

   C2   O2     gb_19 

   O2  +C1     gb_19 

   C2   C3     gb_25 

   C3   O3     gb_19 

   C3   C4     gb_25 

   O3  H32     gb_1 

   C4   O4     gb_19 

   C6   O6     gb_19 

   O6  H63     gb_1 

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gromos type 

   C6   C5   O5       ga_8 

   C6   C5   C4       ga_7 

   O5   C5   C4       ga_8 

   C5   O5   C1       ga_9 

   O5   C1   C2       ga_8 

   C1   C2   O2       ga_8 

   C1   C2   C3       ga_7 

   O2   C2   C3       ga_8 

   C2   O2  +C1       ga_9 

   C2   C3   O3       ga_8 

   C2   C3   C4       ga_7 

 

 

 

   O3   C3   C4       ga_8 

   C3   O3  H32       ga_11 

   C5   C4   C3       ga_7 

   C5   C4   O4       ga_8 

   C3   C4   O4       ga_8 

   C5   C6   O6       ga_8 

   C6   O6  H63       ga_11 

 [ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C5    C6    C4    O5     gi_2 

   C2    C3    O2    C1     gi_2 

   C3    C4    O3    C2     gi_2 

   C4    O4    C5    C3     gi_2 

   C5    C2    C4    C1     gi_7 

   C5    C2    C3    C1     gi_8 

   C5    C2    C3    O5     gi_9 

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C2    C1    O5    C5     gd_14 

   C3    C2    C1    O5     gd_7 

   C4    C3    C2    C1     gd_17 

   C2    C3    O3   H32     gd_12 

   O4    C4    C3    C2     gd_7 

   C2    C3    C4    C5     gd_17 

   C1    O5    C5    C4     gd_14 

   O5    C5    C4    C3     gd_7 

   C6    C5    C4    C3     gd_17 

   C6    C5    C4    O4     gd_7 

   O5    C1    C2    O2     gd_8 

   O2    C2    C3    C4     gd_7 

   O2    C2    C3    O3     gd_8 

   C3    C2    O2   +C1     gd_14 

   C1    C2    C3    O3     gd_7 

   O3    C3    C4    C5     gd_7 

   O3    C3    C4    O4     gd_8 

   O5    C5    C4    O4     gd_8 

   C4    C5    C6    O6     gd_7 

   C4    C5    C6    O6     gd_17 

   O5    C5    C6    O6     gd_8 

   C5    C6    O6   H63     gd_12 
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-Gal-(1→4)--GlcNAc-(1→2)-α-Man 
 

 
[ NAG9 ] 

 [ atoms ] 

   C8   CH3     0.07000     0 

   C7     C     0.27100     0 

   O7     O    -0.40500     0 

   N2     N    -0.23100     0 

  H22     H     0.20100     0 

   C2   CH1     0.09400     0 

   C1   CH1     0.25400     1 

   O5    OA    -0.24200     2 

   C5   CH1     0.24200     2 

   C6   CH2     0.16000     3 

   O6    OA    -0.40000     3 

  H63     H     0.24000     3 

   C4   CH1     0.14200     4 

   O4    OA    -0.39600     4 

   C3   CH1     0.16000     5 

   O3    OA    -0.40000     5 

  H32     H     0.24000     5 

 [ bonds ] 

   C8   C7     gb_26 

   C7   O7     gb_4 

   C7   N2     gb_10 

   N2  H22     gb_2 

   N2   C2     gb_20 

   C2   C1     gb_25 

   C2   C3     gb_25 

   C1   O5     gb_19 

   O5   C5     gb_19 

   C5   C6     gb_25 

   C5   C4     gb_25 

   C6   O6     gb_19 

   O6  H63     gb_1 

   C4   O4     gb_19 

   O4  +C1     gb_19 

   C4   C3     gb_25 

   C3   O3     gb_19 

   O3  H32     gb_1 

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gromos type 

   C8   C7   O7       ga_29 

   C8   C7   N2       ga_18 

   O7   C7   N2       ga_32 

   C7   N2  H22       ga_31 

   C7   N2   C2       ga_30 

  H22   N2   C2       ga_24 

   N2   C2   C1       ga_12 

   N2   C2   C3       ga_12 

   C1   C2   C3       ga_7 

   C2   C1   O5       ga_8 

   C1   O5   C5       ga_9 

  -O2   C1   O5       ga_8 

  -O2   C1   C2       ga_8 

   O5   C5   C6       ga_8 

   O5   C5   C4       ga_8 

    

 

 

   C6   C5   C4       ga_7 

   C5   C6   O6       ga_8 

   C6   O6  H63       ga_11 

   C5   C4   O4       ga_8 

   C5   C4   C3       ga_7 

   C4   O4  +C1       ga_9 

   O4   C4   C3       ga_8 

   C2   C3   C4       ga_7 

   C2   C3   O3       ga_8 

   C4   C3   O3       ga_8 

   C3   O3  H32       ga_11 

 [ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C1   -O2    O5    C2     gi_2 

   C7    C8    O7    N2     gi_1 

   N2    C7   H22    C2     gi_1 

   C2    N2    C3    C1     gi_2 

   C5    O5    C6    C4     gi_2 

   C4    C5    C3    O4     gi_2 

   C3    O3    C2    C4     gi_2 

   C5    C2    C4    C1     gi_7 

   C5    C2    C3    C1     gi_8 

   C5    C2    C3    O5     gi_9 

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C8    C7    N2    C2     gd_4 

   C3    C2    N2    C7     gd_14 

   O5    C1    C2    N2     gd_8 

   O3    C3    C2    N2     gd_8 

   C2    C1    O5    C5     gd_14 

   C4    C5    O5    C1     gd_14 

  -C2   -O2    C1    C2     gd_14 

  -O2    C1    C2    C3     gd_17 

  -O2    C1    C2    C3     gd_7 

  -O2    C1    C2    O2     gd_8 

   O6    C6    C5    O5     gd_8 

   C3    C4    C5    O5     gd_7 

   O3    C3    C4    C5     gd_7 

   C2    C3    O3   H32     gd_12 

   C3    C4    O4   +C1     gd_14 

  H63    O6    C6    C5     gd_12 

   C2    C3    C4    C5     gd_17 

   C6    C5    C4    C3     gd_17 

   C6    C5    C4    O4     gd_7 

   N2    C2    C3    C4     gd_7 

   C1    C2    C3    O3     gd_7 

   O3    C3    C4    O4     gd_8 

   O5    C5    C4    O4     gd_8 

   C4    C5    C6    O6     gd_7 

   C4    C5    C6    O6     gd_17 

   O5    C1    C2    C3     gd_7 

   C1    C2    C3    C4     gd_17 

   C2    C3    C4    O4     gd_7 
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-Gal-(1→4)--GlcNAc-(1→4)-α-Man 
 

 
[ NAG7 ] 

 [ atoms ] 

   C8   CH3     0.07000     0 

   C7     C     0.27100     0 

   O7     O    -0.40500     0 

   N2     N    -0.23100     0 

  H22     H     0.20100     0 

   C2   CH1     0.09400     0 

   C1   CH1     0.25400     1 

   O5    OA    -0.24200     2 

   C5   CH1     0.24200     2 

   C6   CH2     0.16000     3 

   O6    OA    -0.40000     3 

  H63     H     0.24000     3 

   C4   CH1     0.14200     4 

   O4    OA    -0.39600     4 

   C3   CH1     0.16000     5 

   O3    OA    -0.40000     5 

  H32     H     0.24000     5 

 [ bonds ] 

   C8   C7     gb_26 

   C7   O7     gb_4 

   C7   N2     gb_10 

   N2  H22     gb_2 

   N2   C2     gb_20 

   C2   C1     gb_25 

   C2   C3     gb_25 

   C1   O5     gb_19 

   O5   C5     gb_19 

   C5   C6     gb_25 

   C5   C4     gb_25 

   C6   O6     gb_19 

   O6  H63     gb_1 

   C4   O4     gb_19 

   O4  +C1     gb_19 

   C4   C3     gb_25 

   C3   O3     gb_19 

   O3  H32     gb_1 

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gromos type 

   C8   C7   O7       ga_29 

   C8   C7   N2       ga_18 

   O7   C7   N2       ga_32 

   C7   N2  H22       ga_31 

   C7   N2   C2       ga_30 

  H22   N2   C2       ga_24 

   N2   C2   C1       ga_12 

   N2   C2   C3       ga_12 

   C1   C2   C3       ga_7 

   C2   C1   O5       ga_8 

   C1   O5   C5       ga_9 

 

 

   O5   C5   C6       ga_8 

   O5   C5   C4       ga_8 

   C6   C5   C4       ga_7 

   C5   C6   O6       ga_8 

   C6   O6  H63       ga_11 

   C5   C4   O4       ga_8 

   C5   C4   C3       ga_7 

   C4   O4  +C1       ga_9 

   O4   C4   C3       ga_8 

   C2   C3   C4       ga_7 

   C2   C3   O3       ga_8 

   C4   C3   O3       ga_8 

   C3   O3  H32       ga_11 

 [ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C7    C8    O7    N2     gi_1 

   N2    C7   H22    C2     gi_1 

   C2    N2    C3    C1     gi_2 

   C5    O5    C6    C4     gi_2 

   C4    C5    C3    O4     gi_2 

   C3    O3    C2    C4     gi_2 

   C5    C2    C4    C1     gi_7 

   C5    C2    C3    C1     gi_8 

   C5    C2    C3    O5     gi_9 

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C8    C7    N2    C2     gd_4 

   C3    C2    N2    C7     gd_14 

   O5    C1    C2    N2     gd_8 

   O3    C3    C2    N2     gd_8 

   C2    C1    O5    C5     gd_14 

   C4    C5    O5    C1     gd_14 

   O6    C6    C5    O5     gd_8 

   C3    C4    C5    O5     gd_7 

   O3    C3    C4    C5     gd_7 

   C2    C3    O3   H32     gd_12 

   C3    C4    O4   +C1     gd_14 

  H63    O6    C6    C5     gd_12 

   C2    C3    C4    C5     gd_17 

   C6    C5    C4    C3     gd_17 

   C6    C5    C4    O4     gd_7 

   N2    C2    C3    C4     gd_7 

   C1    C2    C3    O3     gd_7 

   O3    C3    C4    O4     gd_8 

   O5    C5    C4    O4     gd_8 

   C4    C5    C6    O6     gd_7 

   C4    C5    C6    O6     gd_17 

   O5    C1    C2    C3     gd_7 

   C1    C2    C3    C4     gd_17 

   C2    C3    C4    O4     gd_7 
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-Gal-(1→4)--GlcNAc-(1→4)-α-Man 
 3 
 ↑ 
 1 

       -Fuc 
 
[ NAG8 ] 

 [ atoms ] 

   C8   CH3     0.07000     0 

   C7     C     0.27100     0 

   O7     O    -0.40500     0 

   N2     N    -0.23100     0 

  H22     H     0.20100     0 

   C2   CH1     0.09400     0 

   C1   CH1     0.25400     1 

   O5    OA    -0.24200     2 

   C5   CH1     0.24200     2 

   C6   CH2     0.16000     3 

   O6    OA    -0.40000     3 

  H63     H     0.24000     3 

   C4   CH1     0.14200     4 

   O4    OA    -0.39600     4 

   C3   CH1     0.14200     5 

   O3    OA    -0.39600     5 

 [ bonds ] 

   C8   C7     gb_26 

   C7   O7     gb_4 

   C7   N2     gb_10 

   N2  H22     gb_2 

   N2   C2     gb_20 

   C2   C1     gb_25 

   C2   C3     gb_25 

   C1   O5     gb_19 

   O5   C5     gb_19 

   C5   C6     gb_25 

   C5   C4     gb_25 

   C6   O6     gb_19 

   O6  H63     gb_1 

   C4   O4     gb_19 

   O4  +C1     gb_19 

   C4   C3     gb_25 

   C3   O3     gb_19 

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gromos type 

   C8   C7   O7       ga_29 

   C8   C7   N2       ga_18 

   O7   C7   N2       ga_32 

   C7   N2  H22       ga_31 

   C7   N2   C2       ga_30 

  H22   N2   C2       ga_24 

   N2   C2   C1       ga_12 

   N2   C2   C3       ga_12 

   C1   C2   C3       ga_7 

   C2   C1   O5       ga_8 

   C1   O5   C5       ga_9 

   O5   C5   C6       ga_8 

 

 

   O5   C5   C4       ga_8 

   C6   C5   C4       ga_7 

   C5   C6   O6       ga_8 

   C6   O6  H63       ga_11 

   C5   C4   O4       ga_8 

   C5   C4   C3       ga_7 

   C4   O4  +C1       ga_9 

   O4   C4   C3       ga_8 

   C2   C3   C4       ga_7 

   C2   C3   O3       ga_8 

   C4   C3   O3       ga_8 

 [ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C7    C8    O7    N2     gi_1 

   N2    C7   H22    C2     gi_1 

   C2    N2    C3    C1     gi_2 

   C5    O5    C6    C4     gi_2 

   C4    C5    C3    O4     gi_2 

   C3    O3    C2    C4     gi_2 

   C5    C2    C4    C1     gi_7 

   C5    C2    C3    C1     gi_8 

   C5    C2    C3    O5     gi_9 

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C8    C7    N2    C2     gd_4 

   C3    C2    N2    C7     gd_14 

   O5    C1    C2    N2     gd_8 

   O3    C3    C2    N2     gd_8 

   C2    C1    O5    C5     gd_14 

   C4    C5    O5    C1     gd_14 

   O6    C6    C5    O5     gd_8 

   C3    C4    C5    O5     gd_7 

   O3    C3    C4    C5     gd_7 

   C3    C4    O4   +C1     gd_14 

  H63    O6    C6    C5     gd_12 

   C2    C3    C4    C5     gd_17 

   C6    C5    C4    C3     gd_17 

   C6    C5    C4    O4     gd_7 

   N2    C2    C3    C4     gd_7 

   C1    C2    C3    O3     gd_7 

   O3    C3    C4    O4     gd_8 

   O5    C5    C4    O4     gd_8 

   C4    C5    C6    O6     gd_7 

   C4    C5    C6    O6     gd_17 

   O5    C1    C2    C3     gd_7 

   C1    C2    C3    C4     gd_17 

   C2    C3    C4    O4     gd_7 
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β-Gal-(1→4)-β-GlcNAc 
 

 
[ GAL1 ] 

 [ atoms ] 

   C6   CH2     0.16000     0 

   O6    OA    -0.40000     0 

  H63     H     0.24000     0 

   C5   CH1     0.24200     1 

   O5    OA    -0.24200     1 

   C1   CH1     0.25400     2 

   C2   CH1     0.16000     3 

   O2    OA    -0.40000     3 

  H22     H     0.24000     3 

   C3   CH1     0.16000     4 

   O3    OA    -0.40000     4 

  H32     H     0.24000     4 

   C4   CH1     0.16000     5 

   O4    OA    -0.40000     5 

  H42     H     0.24000     5 

 [ bonds ] 

   C6   C5     gb_25 

   C5   O5     gb_19 

   C5   C4     gb_25 

   O5   C1     gb_19 

   C1   C2     gb_25 

   C2   O2     gb_19 

   C2   C3     gb_25 

   O2  H22     gb_1 

   C3   O3     gb_19 

   C3   C4     gb_25 

   O3  H32     gb_1 

   C4   O4     gb_19 

   O4  H42     gb_1 

   C6   O6     gb_19 

   O6  H63     gb_1 

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gromos type 

   C6   C5   O5       ga_8 

   C6   C5   C4       ga_7 

   O5   C5   C4       ga_8 

   C5   O5   C1       ga_9 

   O5   C1   C2       ga_8 

   C1   C2   O2       ga_8 

   C1   C2   C3       ga_7 

   O2   C2   C3       ga_8 

  -O4   C1   O5       ga_8 

  -O4   C1   C2       ga_8 

   C2   O2  H22       ga_11 

   C2   C3   O3       ga_8 

   C2   C3   C4       ga_7 

 

   O3   C3   C4       ga_8 

   C3   O3  H32       ga_11 

   C5   C4   C3       ga_7 

   C5   C4   O4       ga_8 

   C3   C4   O4       ga_8 

   C4   O4  H42       ga_11 

   C5   C6   O6       ga_8 

   C6   O6  H63       ga_11 

 [ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C1   -O4    O5    C2     gi_2 

   C5    C6    C4    O5     gi_2 

   C2    C3    C1    O2     gi_2 

   C3    C4    O3    C2     gi_2 

   C4    O4    C3    C5     gi_2 

   C5    C2    C4    C1     gi_7 

   C5    C2    C3    C1     gi_8 

   C5    C2    C3    O5     gi_9 

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C2    C1    O5    C5     gd_14 

   C3    C2    C1    O5     gd_7 

   C1    C2    O2   H22     gd_12 

   C4    C3    C2    C1     gd_17 

   C2    C3    O3   H32     gd_12 

   O4    C4    C3    C2     gd_7 

   C5    C4    O4   H42     gd_12 

   C2    C3    C4    C5     gd_17 

   C1    O5    C5    C4     gd_14 

   O5    C5    C4    C3     gd_7 

   C6    C5    C4    C3     gd_17 

   C6    C5    C4    O4     gd_7 

   O5    C1    C2    O2     gd_8 

   O2    C2    C3    C4     gd_7 

   O2    C2    C3    O3     gd_8 

  -C4   -O4    C1    C2     gd_14 

  -O4    C1    C2    C3     gd_17 

  -O4    C1    C2    C3     gd_7 

  -O4    C1    C2    O2     gd_8 

   C1    C2    C3    O3     gd_7 

   O3    C3    C4    C5     gd_7 

   O3    C3    C4    O4     gd_8 

   O5    C5    C4    O4     gd_8 

   C4    C5    C6    O6     gd_7 

   C4    C5    C6    O6     gd_17 

   O5    C5    C6    O6     gd_8 

   C5    C6    O6   H63     gd_12 
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NeuAc-(23)-β-Gal-(1→4)-β-GlcNAc 
 

 
[ GAL3 ] 

 [ atoms ] 

   C6   CH2     0.36300     0 

   O6    OA    -0.53500     0 

   C5   CH1     0.24200     1 

   O5    OA    -0.24200     1 

   C1   CH1     0.25400     2 

   C2   CH1     0.16000     3 

   O2    OA    -0.40000     3 

  H22     H     0.24000     3 

   C3   CH1     0.16000     4 

   O3    OA    -0.40000     4 

  H32     H     0.24000     4 

   C4   CH1     0.16000     5 

   O4    OA    -0.40000     5 

  H42     H     0.24000     5 

 [ bonds ] 

   C6   C5     gb_25 

   C5   O5     gb_19 

   C5   C4     gb_25 

   O5   C1     gb_19 

   C1   C2     gb_25 

   C2   O2     gb_19 

   C2   C3     gb_25 

   O2  H22     gb_1 

   C3   O3     gb_19 

   C3   C4     gb_25 

   O3  H32     gb_1 

   C4   O4     gb_19 

   O4  H42     gb_1 

   C6   O6     gb_19 

   O6  +C2     gb_19 

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gromos type 

   C6   C5   O5       ga_8 

   C6   C5   C4       ga_7 

   O5   C5   C4       ga_8 

   C5   O5   C1       ga_9 

   O5   C1   C2       ga_8 

   C1   C2   O2       ga_8 

   C1   C2   C3       ga_7 

   O2   C2   C3       ga_8 

  -O4   C1   O5       ga_8 

  -O4   C1   C2       ga_8 

   C2   O2  H22       ga_11 

   C2   C3   O3       ga_8 

   C2   C3   C4       ga_7 

   O3   C3   C4       ga_8 

 

   C3   O3  H32       ga_11 

   C5   C4   C3       ga_7 

   C5   C4   O4       ga_8 

   C3   C4   O4       ga_8 

   C4   O4  H42       ga_11 

   C5   C6   O6       ga_8 

   C6   O6  +C2       ga_9 

 [ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C1   -O4    O5    C2     gi_2 

   C5    C6    C4    O5     gi_2 

   C2    C3    C1    O2     gi_2 

   C3    C4    O3    C2     gi_2 

   C4    O4    C3    C5     gi_2 

   C5    C2    C4    C1     gi_7 

   C5    C2    C3    C1     gi_8 

   C5    C2    C3    O5     gi_9 

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C2    C1    O5    C5     gd_14 

   C3    C2    C1    O5     gd_7 

   C1    C2    O2   H22     gd_12 

   C4    C3    C2    C1     gd_17 

   C2    C3    O3   H32     gd_12 

   O4    C4    C3    C2     gd_7 

   C5    C4    O4   H42     gd_12 

   C2    C3    C4    C5     gd_17 

   C1    O5    C5    C4     gd_14 

   O5    C5    C4    C3     gd_7 

   C6    C5    C4    C3     gd_17 

   C6    C5    C4    O4     gd_7 

   O5    C1    C2    O2     gd_8 

   O2    C2    C3    C4     gd_7 

   O2    C2    C3    O3     gd_8 

  -C4   -O4    C1    C2     gd_14 

  -O4    C1    C2    C3     gd_17 

  -O4    C1    C2    C3     gd_7 

  -O4    C1    C2    O2     gd_8 

   C1    C2    C3    O3     gd_7 

   O3    C3    C4    C5     gd_7 

   O3    C3    C4    O4     gd_8 

   O5    C5    C4    O4     gd_8 

   C4    C5    C6    O6     gd_7 

   C4    C5    C6    O6     gd_17 

   O5    C5    C6    O6     gd_8 

   C5    C6    O6   +C2     gd_14 
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-Fuc-(1→3)-β-GlcNAc 
 

 
[ FUC1 ] 

 [ atoms ] 

   C6   CH3     0.00000     0 

   C5   CH1     0.24200     1 

   O5    OA    -0.24200     1 

   C1   CH1     0.25400     2 

   C2   CH1     0.16000     3 

   O2    OA    -0.40000     3 

  H22     H     0.24000     3 

   C3   CH1     0.16000     4 

   O3    OA    -0.40000     4 

  H32     H     0.24000     4 

   C4   CH1     0.16000     5 

   O4    OA    -0.40000     5 

  H42     H     0.24000     5 

 [ bonds ] 

   C6   C5     gb_25 

   C5   O5     gb_19 

   C5   C4     gb_25 

   O5   C1     gb_19 

   C1   C2     gb_25 

   C2   O2     gb_19 

   C2   C3     gb_25 

   O2  H22     gb_1 

   C3   O3     gb_19 

   C3   C4     gb_25 

   O3  H32     gb_1 

   C4   O4     gb_19 

   O4  H42     gb_1 

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gromos type 

   C6   C5   O5       ga_8 

   C6   C5   C4       ga_7 

   O5   C5   C4       ga_8 

   C5   O5   C1       ga_9 

   O5   C1   C2       ga_8 

   C1   C2   O2       ga_8 

   C1   C2   C3       ga_7 

   O2   C2   C3       ga_8 

   C2   O2  H22       ga_48 

 

 

   C2   C3   O3       ga_8 

   C2   C3   C4       ga_7 

   O3   C3   C4       ga_8 

   C3   O3  H32       ga_11 

   C5   C4   C3       ga_7 

   C5   C4   O4       ga_8 

   C3   C4   O4       ga_8 

   C4   O4  H42       ga_11 

 [ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   C5    C6    O5    C4     gi_2 

   C2    C1    C3    O2     gi_2 

   C3    C2    O3    C4     gi_2 

   C4    O4    C5    C3     gi_2 

   C5    C2    C4    C1     gi_4 

   C5    C2    C3    C1     gi_5 

   C5    C2    C3    O5     gi_6 

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

   O4    C4    C5    C6     gd_7 

   C2    C1    O5    C5     gd_14 

   C3    C2    C1    O5     gd_7 

   C1    C2    O2   H22     gd_12 

   C4    C3    C2    C1     gd_17 

   C2    C3    O3   H32     gd_12 

   O4    C4    C3    C2     gd_7 

   C5    C4    O4   H42     gd_12 

   C2    C3    C4    C5     gd_17 

   C1    O5    C5    C4     gd_14 

   O5    C5    C4    C3     gd_7 

   C6    C5    C4    C3     gd_17 

   O5    C1    C2    O2     gd_8 

   O2    C2    C3    C4     gd_7 

   O2    C2    C3    O3     gd_8 

   C1    C2    C3    O3     gd_7 

   O3    C3    C4    C5     gd_7 

   O3    C3    C4    O4     gd_8 

   O5    C5    C4    O4     gd_8 
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-NeuAc-(2→3)-β-Gal 
 

 
[ SIA1 ] 

 [ atoms ] 

  C11   CH3     0.07000     0 

  C10     C     0.27100     0 

  O10     O    -0.40500     0 

   N5     N    -0.23100     0 

  H52     H     0.20100     0 

   C5   CH1     0.09400     0 

   C4   CH1     0.16000     1 

   O4    OA    -0.40000     1 

  H42     H     0.24000     1 

   C3   CH1     0.00000     2 

   C2   CH1     0.25400     3 

   C1     C     0.17200     4 

  O1B    OM    -0.58600     4 

  O1A    OM    -0.58600     4 

   O6    OA    -0.24200     5 

   C6   CH1     0.24200     5 

   C7   CH1     0.16000     6 

   O7    OA    -0.40000     6 

  H73     H     0.24000     6 

   C8   CH1     0.16000     7 

   O8    OA    -0.40000     7 

  H83     H     0.24000     7 

   C9   CH2     0.16000     8 

   O9    OA    -0.40000     8 

  H93     H     0.24000     8 

 [ bonds ] 

  C10  C11     gb_26 

  C10  O10     gb_4 

  C10   N5     gb_10 

   N5  H52     gb_2 

   C5   N5     gb_20 

   C5   C4     gb_25 

   C5   C6     gb_25 

   C4   O4     gb_19 

   C4   C3     gb_25 

   O4  H42     gb_1 

   C2   C3     gb_25 

   C2   C1     gb_25 

   C2   O6     gb_19 

   C1  O1B     gb_19 

   C1  O1A     gb_19 

   C6   O6     gb_19 

   C6   C7     gb_25 

   C7   O7     gb_19 

   C7   C8     gb_25 

   O7  H73     gb_1 

   C8   O8     gb_19 

   C8   C9     gb_25 

   O8  H83     gb_1 

   C9   O9     gb_19 

   O9  H93     gb_1 

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gromos type 

  -O3   C2   O6       ga_8 

  -O3   C2   C3       ga_8 

  -O3   C2   C1       ga_8 

 

  C11  C10  O10       ga_29 

  C11  C10   N5       ga_18 

  O10  C10   N5       ga_32 

  C10   N5  H52       ga_31 

  C10   N5   C5       ga_30 

  H52   N5   C5       ga_24 

   N5   C5   C4       ga_12 

   N5   C5   C6       ga_12 

   C4   C5   C6       ga_7 

   C5   C4   O4       ga_8 

   C5   C4   C3       ga_7 

   O4   C4   C3       ga_8 

   C4   O4  H42       ga_11 

   C4   C3   C2       ga_7 

   C3   C2   C1       ga_7 

   C3   C2   O6       ga_8 

 

   C1   C2   O6       ga_8 

   C2   C1  O1B       ga_8 

   C2   C1  O1A       ga_8 

  O1B   C1  O1A       ga_37 

   C2   O6   C6       ga_9 

   C5   C6   O6       ga_8 

   C5   C6   C7       ga_7 

   O6   C6   C7       ga_8 

   C6   C7   O7       ga_8 

   C6   C7   C8       ga_7 

   O7   C7   C8       ga_8 

   C7   O7  H73       ga_11 

   C7   C8   O8       ga_8 

   C7   C8   C9       ga_7 

   O8   C8   C9       ga_8 

   C8   O8  H83       ga_11 

   C8   C9   O9       ga_8 

   C9   O9  H93       ga_11 

 [ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

  C10   C11   O10    N5     gi_1 

   N5   C10   H52    C5     gi_1 

   C5    N5    C4    C6     gi_2 

   C4    C5    C3    O4     gi_2 

   C2    C3    C1    O6     gi_2 

   C2   -O3    O6    C1     gi_2 

   C1    C2   O1B   O1A     gi_1 

   C6    C7    O6    C5     gi_2 

   C7    C6    O7    C8     gi_2 

   C8    C7    O8    C9     gi_2 

   C6    C3    C5    C2     gi_4 

   C6    C3    C4    C2     gi_5 

   C6    C3    C4    O6     gi_6 

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gromos type 

  -C3   -O3    C2    C3     gd_14 

  -O3    C2    C3    C4     gd_17 

  -O3    C2    C3    C4     gd_7 

  -O3    C2    C3    O3     gd_8 

  C11   C10    N5    C5     gd_4 
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   C6    C5    N5   C10     gd_14 

   C3    C4    C5    N5     gd_8 

   C7    C6    C5    N5     gd_8 

   C5    C4    O4   H42     gd_12 

   C2    C3    C4    C5     gd_17 

   O6    C2    C3    C4     gd_7 

   C3    C2    C1   O1A     gd_20 

   C3    C2    C1   O1B     gd_20 

   C3    C2    O6    C6     gd_14 

   C3    C4    C5    C6     gd_17 

   C2    O6    C6    C5     gd_14 

   O6    C6    C5    C4     gd_7 

   C7    C6    C5    C4     gd_17 

   O6    C2    C3    O3     gd_8 

   O3    C3    C4    C5     gd_7 

   O3    C3    C4    O4     gd_8 

   C2    C3    C4    O4     gd_7 

   O4    C4    C5    C6     gd_7 

   O4    C4    C5    N5     gd_8 

   O6    C6    C5    N5     gd_8 

   C7    C6    O6    C2     gd_14 

   C8    C7    C6    C5     gd_17 

   O7    C7    C6    C5     gd_7 

   O7    C7    C8    C9     gd_7 

   O7    C7    C6    O6     gd_8 

   C6    C7    O7   H73     gd_12 

   C9    C8    C7    C6     gd_17 

   O8    C8    C7    C6     gd_7 

   O8    C8    C7    O7     gd_8 

   C7    C8    O8   H83     gd_12 

   O9    C9    C8    O8     gd_8 

   O9    C9    C8    C7     gd_7 

   C8    C9    O9   H93     gd_12 
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8.3 Tabelas de parâmetros de ligação, ângulos e diedros 

próprios e impróprios para GROMOS96 43a1 

Esses arquivos contêm os parâmetros utilizados em cada ligação, ângulo de 

ligação e diedros descritos nas topologias citadas anteriormente no campo de força 

GROMOS96 43a1, utilizando o pacote GROMACS durante as simulações realizadas 

no decorrer destes trabalhos. 

 

;       GROMOS bond-stretching parameters 

; 

; ICB(H)[N]    CB[N] B0[N] 

; 

#define gb_1        0.1000  1.5700e+07 

; H  -  OA      750      

; 

#define gb_2        0.1000  1.8700e+07 

; H  -  N (all) 895      

; 

#define gb_3        0.1090  1.2300e+07 

; HC  -  C      700      

; 

#define gb_4        0.1230  1.6600e+07 

; C  - O        1200     

; 

#define gb_5        0.1250  1.3400e+07 

; C  - OM       1000     

; 

#define gb_6        0.1320  1.2000e+07 

; CR1  -  NR (6-ring)   1000     

; 

#define gb_7        0.1330  8.8700e+06 

; H  -  S       750      

; 

#define gb_8        0.1330  1.0600e+07 

; C  -  NT, NL  900      

; 

#define gb_9        0.1330  1.1800e+07 

; C, CR1  -  N, NR, CR1, C (peptide, 5-ring)       1000     

; 

#define gb_10       0.1340  1.0500e+07 
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; C  -  N, NZ, NE       900      

; 

#define gb_11       0.1340  1.1700e+07 

; C  -  NR (no H) (6-ring)      1000     

; 

#define gb_12       0.1360  1.0200e+07 

; C  -  OA      900      

; 

#define gb_13       0.1380  1.1000e+07 

; C  -  NR (heme)       1000     

; 

#define gb_14       0.1390  8.6600e+06 

; CH2  -  C, CR1 (6-ring)       800      

; 

#define gb_15       0.1390  1.0800e+07 

; C, CR1  -  CH2, C, CR1 (6-ring)       1000     

; 

#define gb_16       0.1400  8.5400e+06 

; C, CR1, CH2  -  NR (6-ring)   800      

; 

#define gb_17       0.1430  8.1800e+06 

; CHn  -  OA    800      

; 

#define gb_18       0.1430  9.2100e+06 

; CHn  -  OM    900      

; 

#define gb_19       0.1435  6.1000e+06 

; CHn  -  OA (sugar)    600      

; 

#define gb_20       0.1470  8.7100e+06 

; CHn  -  N, NT, NL, NZ, NE     900      

; 

#define gb_21       0.1480  5.7300e+06 

; CHn  -  NR (5-ring)   600      

; 

#define gb_22       0.1480  7.6400e+06 

; CHn  -   NR (6-ring)  800      

; 

#define gb_23       0.1480  8.6000e+06 

; O, OM  -   P     900      

; 
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#define gb_24       0.1500  8.3700e+06 

; O  -  S       900      

; 

#define gb_25       0.1520  5.4300e+06 

; CHn  -   CHn (sugar)  600      

; 

#define gb_26       0.1530  7.1500e+06 

; C, CHn  -   C, CHn    800      

; 

#define gb_27       0.1610  4.8400e+06 

; OA  -   P     600      

; 

#define gb_28       0.1630  4.7200e+06 

; OA  -   SI    600      

; 

#define gb_29       0.1780  5.9400e+06 

; CH3  -   S    900      

; 

#define gb_30       0.1830  5.6200e+06 

; CH2  -   S    900      

; 

#define gb_31       0.1870  3.5900e+06 

; CH1  -   SI   600      

; 

#define gb_32       0.1980  0.6400e+06 

; NR  -   FE    120     

; 

#define gb_33       0.2040  5.0300e+06 

; S  -   S      1000     

; 

#define gb_34       0.2000  0.6280e+06 

; NR (heme)  -   FE     120      

; 

#define gb_35       0.1000  2.3200e+07 

; HWat  -   OWat        1110     

; 

#define gb_36       0.1100  1.2100e+07 

; HChl  -   CChl        700      

; 

#define gb_37       0.1758  8.1200e+06 

; CChl  -   CLChl       1200     
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; 

#define gb_38       0.1530  8.0400e+06 

; ODmso  -   SDmso      900      

; 

#define gb_39       0.1950  4.9500e+06 

; SDmso  -   CDmso      900      

; 

#define gb_40       0.1760  8.1000e+06 

; CCl4  -   CLCl4       1200     

; 

#define gb_41     0.163299  8.7100e+06 

; HWat  -   HWat        1110     

; 

#define gb_42     0.233839  2.6800e+06 

; HChl  -   CLChl        700     

; 

#define gb_43     0.290283  2.9800e+06 

; CLChl -   CLChl       1200     

; 

#define gb_44     0.280412  2.3900e+06 

; ODmso -   CDmso        900     

; 

#define gb_45     0.292993  2.1900e+06 

; CDmso -   CDmso        900     

; 

#define gb_46     0.198842  3.9700e+06 

; HMet  -   CMet         750     

; 

#define gb_47     0.287407  3.0400e+06 

; CLCl4 -   CLCl4       1200     

; 

#define gb_48       0.1440  8.0400e+06 

; GAGs - SULFATO - SDSMO e ODMSO 

; 

#define gb_49       0.1560  6.1000e+06 

; GAGs - SULFATO - SDSMO e OA 

; 

#define gb_50       0.1630  2.2932e+06 

; GAGs - SULFATO - SDSMO e N 

; 

#define gb_52       0.2540  0.6280e+06 
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; NR ()      -   CA-coor  120 

; 

;--- 

;       Table 2.5.3.1. 

;       GROMOS bond-angle bending parameters 

;  

;  ICT(H)[N]  CT[N]  (T0[N]) 

; 

#define ga_1         90.00      420.00 

; NR(heme)  -  FE  -  NR(heme)  100      

; 

#define ga_2         96.00      405.00 

; H  -  S  -  CH2       95       

; 

#define ga_3        100.00      475.00 

; CH2  -  S  -  CH3     110      

; 

#define ga_4        103.00      420.00 

; OA  -  P  -  OA       95       

; 

#define ga_5        104.00      490.00 

; CH2  -  S  -  S       110      

; 

#define ga_6        108.00      465.00 

; NR, C, CR1(5-ring)    100      

; 

#define ga_7        109.50      285.00 

; CHn  - CHn - CHn, NR(6-ring) (sugar)  60       

; 

#define ga_8        109.50      320.00 

; CHn, OA  - CHn  - OA, NR(ring) (sugar)        68       

; 

#define ga_9        109.50      380.00 

; H -  NL, NT  -  H, CHn  - OA  - CHn(sugar)    80       

; 

#define ga_10       109.50      425.00 

; H  -  NL  -  C, CHn          H  -  NT  -  CHn 90       

; 

#define ga_11       109.50      450.00 

; X  -  OA, SI  -  X    95       

; 
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#define ga_12       109.50      520.00 

; CHn,C  -  CHn  -  C, CHn, OA, OM, N, NE       110      

; 

#define ga_13       109.60      450.00 

; OM  -  P  -  OA       95       

; 

#define ga_14       111.00      530.00 

; CHn  -  CHn  -  C, CHn, OA, NR, NT, NL        110      

; 

#define ga_15       113.00      545.00 

; CHn  -  CH2  -  S     110      

; 

#define ga_16       115.00       50.00 

; NR(heme)  -  FE  - NR 10       

; 

#define ga_17       115.00      460.00 

; H  -  N  -  CHn       90       

; 

#define ga_18       115.00      610.00 

; CHn, C  -  C  -  OA, N, NT, NL        120      

; 

#define ga_19       116.00      465.00 

; H  -  NE  -  CH2      90       

; 

#define ga_20       116.00      620.00 

; CH2  -  N  -  CH1     120      

; 

#define ga_21       117.00      635.00 

; CH3 -  N  -  C, CHn  - C  - OM        120      

; 

#define ga_22       120.00      390.00 

; H  -  NT, NZ, NE  -  C        70       

; 

#define ga_23       120.00      445.00 

; H  -  NT, NZ  -  H    80       

; 

#define ga_24       120.00      505.00 

; H - N - CH3, H, HC - 6-ring, H - NT - CHn     90       

; 

#define ga_25       120.00      530.00 

; P, SI  -  OA  -  CHn, P       95       
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; 

#define ga_26       120.00      560.00 

; N, C, CR1 (6-ring, no H)      100      

; 

#define ga_27       120.00      670.00 

; NZ  -  C  -  NZ, NE   120      

; 

#define ga_28       120.00      780.00 

; OM  - P  -  OM        140      

; 

#define ga_29       121.00      685.00 

; O  -  C  -  CHn, C          CH3  -  N  -  CHn 120      

; 

#define ga_30       122.00      700.00 

; CH1, CH2  -  N  -  C  120      

; 

#define ga_31       123.00      415.00 

; H  - N  - C   70       

; 

#define ga_32       124.00      730.00 

; O  - C  - OA, N, NT, NL   C - NE - CH2        120      

; 

#define ga_33       125.00      375.00 

; FE  - NR  - CR1 (5-ring)      60       

; 

#define ga_34       125.00      750.00 

; -     120      

; 

#define ga_35       126.00      575.00 

; H, HC  - 5-ring       90       

; 

#define ga_36       126.00      640.00 

; X(noH)  - 5-ring      100      

; 

#define ga_37       126.00      770.00 

; OM  - C  - OM 120      

; 

#define ga_38       132.00      760.00 

; 5, 6 ring connnection 100      

; 

#define ga_39       155.00     2215.00 
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; SI  - OA  - SI        95       

; 

#define ga_40       109.50      434.00 

; HWat  - OWat  - HWat  92       

; 

#define ga_41       107.57      484.00 

; HChl  - CChl  - CLChl 105      

; 

#define ga_42       111.30      632.00 

; CLChl  - CChl  - CLChl        131      

; 

#define ga_43        97.40      469.00 

; CDmso  - SDmso  - CDmso       110      

; 

#define ga_44       106.75      503.00 

; CDmso  - SDmso  -  ODmso      110      

; 

#define ga_45       108.53      443.00 

; HMet  - OMet  - CMet  95       

; 

#define ga_46       109.50      618.00 

; CLCl4  - CCl4  - CLCl4        131      

; 

#define ga_47       104.00      444.44 

; angulo prodrg 

; 

;       Table 2.5.4.1 

;       GROMOS improper (harmonic) dihedral angle parameters 

;  

; ICQ(H)[N] CQ[N] (Q0[N]) 

; 

#define gi_1           0.0   167.42309 

; planar groups 40       

; 

#define gi_2      35.26439   334.84617 

; tetrahedral centres   80       

; 

#define gi_3           0.0   669.69235 

; heme iron     160      

; 

#define gi_4          -2.2   334.84617 



 172 

; DIH1_1C4      160 

; 

#define gi_5         -27.0   334.84617 

; DIH2_1C4      160 

; 

#define gi_6           1.4   334.84617 

; DIH3_1C4      160 

; 

#define gi_7           2.2   334.84617 

; DIH1_4C1      160 

; 

#define gi_8          27.0   334.84617 

; DIH2_4C1      160 

; 

#define gi_9          -1.4   334.84617 

; DIH3_4C1      160 

; 

#define gi_10          0.0   209.30000 

; diedro improprio - prodrg 

; 

#define gi_11         24.5   334.84617 

; DIH1_2SO      160 

; 

#define gi_12         43.0   334.84617 

; DIH2_2SO      160 

; 

#define gi_13         31.0   334.84617 

; DIH3_2SO      160 

; 

#define gi_14        -10.3   334.84617 

; DIH1_1T2-furanose 

; 

#define gi_15        -42.0   334.84617 

; DIH2_1T2-furanose 

; 

#define gi_16         11.6   334.84617 

; DIH3_1T2-furanose 

; 

#define gi_17         54.3   334.84617 

; DIH4_1T2-furanose 

; 
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#define gi_18         30.0   334.84617 

; DIH1_4T3-furanose 

; 

#define gi_19         37.8   334.84617 

; DIH2_4T3-furanose 

; 

#define gi_20         25.7   334.84617 

; DIH3_4T3-furanose 

; 

#define gi_21        -12.0   334.84617 

; DIH4_4T3-furanose 

; 

;       Table 2.5.5.1 

;       GROMOS (trigonometric) dihedral torsional angle parameters 

;  

; ICP(H)[N]  CP[N] PD[N] NP[N] 

;  

#define gd_1    180.000       5.86          2 

; -C-C- 1.4      

; 

#define gd_2    180.000       7.11          2 

; -C-OA- (at ring)      1.7      

; 

#define gd_3    180.000       16.7          2 

; -C-OA- (carboxyl)     4.0      

; 

#define gd_4    180.000       33.5          2 

; -C-N, NT, NE, NZ,NR-  8.0      

; 

#define gd_5    180.000       41.8          2 

; -C-CR1- (6-ring)      10.0     

; 

#define gd_6      0.000        0.0          2 

; -CH1 (sugar)-NR(base)-        0.0      

; 

#define gd_7      0.000      0.418          2 

; O-CH1-CHn-no O        0.1      

; 

#define gd_8      0.000       2.09          2 

; O-CH1-CHn-O   0.5      

; 
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#define gd_9      0.000       3.14          2 

; -OA-P-        0.75     

; 

#define gd_10     0.000       16.7          2 

; -S-S- 4.0      

; 

#define gd_11     0.000       1.05          3 

; -OA-P-        0.25     

; 

#define gd_12     0.000       1.26          3 

; -CHn-OA(no sugar)-    0.3      

; 

#define gd_13     0.000       2.93          3 

; -CH2-S-       0.7      

; 

#define gd_14     0.000       3.77          3 

; -C,CHn,SI-NT,NL,OA(sugar)-    0.9      

; 

#define gd_15     0.000       4.18          3 

; HC-C-S-       1.0      

; 

#define gd_16     0.000       5.44          3 

; HC-C-C-       1.3      

; 

#define gd_17     0.000       5.86          3 

; -CHn,SI-CHn-  1.4      

; 

#define gd_18     0.000        0.0          4 

; -NR-FE-       0.0      

; 

#define gd_19   180.000        1.0          6 

; -CHn-N,NE-    0.24     

; 

#define gd_20     0.000        1.0          6 

; -CHn-C,NR (ring), CR1-        0.24     

; 

#define gd_21     0.000       3.77          6 

; -CHn-NT-      0.9      

; 

 

; get the constraint distances for dummy atom constructions 
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#include "ff_dum.itp" 

 

[ constrainttypes ] 

; now the constraints for the rigid NH3 groups 

 MNH3    C    2   DC_MNC1 

 MNH3  CH1    2   DC_MNC2 

 MNH3  CH2    2   DC_MNC2 

 MNH3 MNH3    2   DC_MNMN 

; and the angle-constraints for OH and SH groups in proteins: 

  CH2    H    2   DC_CO 

  CH1    H    2   DC_CO 

    C    H    2   DC_CO 

    P    H    2   DC_PO 

 

; bond-, angle- and dihedraltypes for specbonds: 

[ bondtypes ] 

S      S       2    gb_33 

NR     FE      2    gb_32 

; cystine - heme link (is CR1-S, use CH2-S): 

S      CR1     2    gb_30 

 

[ angletypes ] 

CH1    CH2    S     2   ga_15 

CH2    S      S     2   ga_5 

CR1    NR    FE     2 ga_33 

NR     FE    NR     2   ga_16 

; cystine - heme link (is CH2-S-CR1, use CH2-S-CH2): 

CH2    S     CR1    2   ga_3 

; cystine - heme link (is S-CR1-C/CH2, use CHn-CH2-S): 

S      CR1   C      2   ga_15 

S      CR1   CH2    2   ga_15 

 

[ dihedraltypes ] 

S      S      1   gd_10 

NR     FE     1   gd_18 

CH2    S      1   gd_13 

; cystine - heme link (is CH2-S-CR1-C, use -CH2-S-): 

CR1    S      1   gd_13 
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