
������������������		����

����������		��

��



����



����		������

��



������



����������



����

����

��������

��

����		



����

����		��		

����

������������		����		����



����

����

��

����		

����������		��

��

��

����������		��



��

��

��

��

��

��������������		

������������������

������������

��������������

������

������������������

����

����������������������������������������

����

����

��������������������������������

������������������

����������������

��

 

 

 

 

 

Hugo Verli 

 

 

 

 

 
Porto Alegre – Brasil 

Maio de 2005 



 

 

ii 

IINNTTEERRAAÇÇÃÃOO  HHEEPPAARRIINNAA--AANNTTIITTRROOMMBBIINNAA::  RREECCOONNHHEECCIIMMEENNTTOO  MMOOLLEECCUULLAARR  

CCAARRAACCTTEERRIIZZAADDOO  PPOORR  FFEERRRRAAMMEENNTTAASS  DDEE  MMOODDEELLAAGGEEMM  MMOOLLEECCUULLAARR  

 

 

 

 

 

 

 

Hugo Verli 

 

 

 

 

Tese de doutorado elaborada no Laboratório de Bioquímica Farmacológica do 

Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul sob 

orientação do professor doutor: 

 

 

 

 

 

 

Jorge Almeida Guimarães 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre – Brasil 

Maio de 2005 



 

 

iii 

IINNTTEERRAAÇÇÃÃOO  HHEEPPAARRIINNAA--AANNTTIITTRROOMMBBIINNAA::  RREECCOONNHHEECCIIMMEENNTTOO  MMOOLLEECCUULLAARR  

CCAARRAACCTTEERRIIZZAADDOO  PPOORR  FFEERRRRAAMMEENNTTAASS  DDEE  MMOODDEELLAAGGEEMM  MMOOLLEECCUULLAARR  

 

 

 

Hugo Verli 

 

Tese submetida ao Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular do 

Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul como parte 

dos requisitos necessários para a obtenção do grau de Doutor em Biologia Celular e 

Molecular. 

Banca Examinadora: 

 

 

Jorge A. Guimarães (Centro de Biotecnologia - UFRGS) (Presidente) 

 

Luiz Augusto Basso (Centro de Biotecnologia - UFRGS) 

 

Glaucius Oliva (USP) 

 

Ivarne Luis dos Santos Tersariol (UMC) 

 

Paulo A. Netz (ULBRA) (Suplente) 

 

 

 

 

 



 

 

iv 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta tese foi realizada sob a orientação 

do professor Doutor Jorge Almeida 

Guimarães, com o apoio financeiro do 

Conselho Nacional de Desenvolvimento 

Científico e Tecnológico (CNPq) como 

requisito para obtenção do grau de 

Doutor em Biologia Celular e Molecular, 

junto ao Centro de Biotecnologia da 

Universidade Federal do Rio Grande do 

Sul. 



 

 

v 

FICHA CATALOGRÁFICA 

 

 

 

 

 

VERLI, Hugo. 

 

Interação Heparina-Antitrombina: Reconhecimento Molecular Caracterizado 

por Ferramentas de Modelagem Molecular 

 

Rio Grande do Sul, UFRGS, Centro de Biotecnologia, 2005. 

Tese: Doutor em Ciências (Biologia Celular e Molecular) 

1. Dinâmica Molecular   2. Heparina 

3. Antitrombina   4. Coagulação 

I. Jorge Almeida Guimarães 

II. Universidade Federal do Rio Grande do Sul – Centro de Biotecnologia 

III. Títulos 



 

 

vi 

AGRADECIMENTOS 

 

Minha eterna gratidão ao Prof. Jorge A. Guimarães, tanto pela maravilhosa 

oportunidade de trabalhar sob sua orientação, quanto pelo contínuo exemplo de 

conduta pessoal, profissional e científica que oferece aos seus alunos. Sua absoluta 

confiança e total suporte ao desenvolvimento deste trabalho, das idéias 

desenvolvidas e amadurecidas durante sua realização, e o respeito e igualdade com 

que trata seus discípulos são, sem dúvida alguma, alguns dos ensinamentos mais 

marcantes que recebi em toda minha formação científica. 

 

Aos professores Luiz Augusto Basso e Paulo A. Netz, membros da comissão de 

acompanhamento, pela enorme prestatividade e atenção ao desenvolvimento da 

presente Tese.  

 

Ao Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular, pela oportunidade 

de realização deste trabalho. 

 

À Prof.ª Célia R. Carlini, pela atenção e paciência nas inúmeras conversas durante 

estes anos.  

 

À Prof.ª Helena Nader e ao Prof. Dietrich, que me receberam de braços abertos na 

Unifesp, numa tarde de discussões científicas que tiveram profundas influências no 

desenrolar da presente Tese. De fato, nesta tarde foi pavimentada a conquista da 

confiança, tanto da significância dos resultados obtidos, quanto dos caminhos 

escolhidos para a realização do trabalho.  

 

Aos professores. Ivarne Tersariol, Laurent Dardenne, Paulo A. Netz, Ernesto 

Caffarena e Carlos Maurício Sant’Anna pelas enormes contribuições científicas a 

esta Tese e, especialmente, pelo auxílio na redação do primeiro manuscrito 

publicado na Carbohydrate Research.  

 

À Camila Becker, que é meus braços direito e esquerdo no estudo de 

polissacarídeos. Mais do que isto, você compõe uma enorme parcela das conquistas 

deste doutoramento. 



 

 

vii 

 

Ao Hermes e aos demais alunos do Grupo de Bioinformática Estrutural, pelo seu 

envolvimento no sonho e propósito de contribuir para a ciência e educação 

brasileiras. 

 

Aos grandes amigos que fiz em Porto Alegre, pelo convívio e companheirismo. 

 

Ao Luciano e Sílvia que, por suas competências e eficiências exemplares, tornaram 

estes anos muito mais agradáveis e simples.  

 

Desde já a todos os membros da banca, por terem aceitado o convite. 

 

Ao absoluto suporte sempre oferecido pela minha família, sem o qual eu não seria 

capaz de completar esta aventura. 

 



 

 

viii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“A tentativa ... fracassou devido ... à ausência 

de uma cultura científica solidamente 

estabelecida que pudesse contrapor-se ao 

clientelismo ostensivamente assumido por 

professores e alunos.”  

 

Elder, F. C.: As reformas do ensino médio e a 

profissionalização da medicina na corte do Rio de 

Janeiro, 1854-1884. Dissertação de Mestrado, 

Faculdade de Filosofia, Letras e Ciências Humanas, 

Universidade de São Paulo. São Paulo, 1994. 



 

 

ix 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico esta Tese ao esforço de poucos, 

muito poucos, em acordar a Universidade 

Brasileira de seu Berço Esplêndido, 

tentando fazê-la cumprir seu papel em 

impedir a condenação da sociedade 

brasileira a Cem Anos de Solidão. 



 

 

x 

SUMÁRIO 

 

LISTA DE ABREVIATURAS..................................................................................... xiii 

RESUMO.................................................................................................................. xiv 

ABSTRACT .............................................................................................................. xvi 

ÍNDICE DE FIGURAS ............................................................................................. xvii 

ÍNDICE DE TABELAS .............................................................................................. xxi 

1 Introdução............................................................................................................. 1 

1.1 A hemostasia e a cascata de coagulação .......................................................1 

1.2 Estrutura de serpinas.......................................................................................4 

1.3 O uso da heparina e de heparinas de baixo peso molecular na terapêutica ...7 

1.4 Aspectos moleculares da modulação da antitrombina (AT) pela heparina ....14 

1.5 Nomenclatura de conformações de carboidratos ..........................................18 

1.5.1 Importância da conformação do resíduo IdoA na atividade da heparina .21 

1.6 Desenvolvimento de inibidores sintéticos de fator Xa....................................24 

1.7 A dinâmica molecular (DM) como ferramenta computacional para o estudo 

das propriedades de biomoléculas .........................................................................29 

2 Objetivos............................................................................................................. 35 

3 Metodologia ........................................................................................................ 36 

3.1 Programas utilizados .....................................................................................36 

3.2 Cálculos utilizando métodos semi-empíricos.................................................36 

3.3 Cálculos utilizando métodos ab initio.............................................................37 

3.4 Simulações de DM.........................................................................................38 

3.4.1 Protocolo de simulação ...........................................................................38 

3.4.2 Construção de topologias ........................................................................39 

3.4.3 Uso de diedros impróprios para fixar as conformações do resíduo IdoA.40 



 

 

xi 

3.4.4 Validação das simulações de DM............................................................42 

4 Resultados.......................................................................................................... 43 

4.1 Preâmbulo .....................................................................................................43 

4.2 Trabalho I ......................................................................................................45 

4.3 Trabalho II .....................................................................................................51 

4.4 Trabalho III ....................................................................................................62 

4.5 Trabalho IV ....................................................................................................72 

5 Discussão Geral ................................................................................................. 83 

5.1 Validação de simulações de DM ...................................................................83 

5.2 Parametrização de simulações de DM para carboidratos .............................84 

5.2.1 Parâmetros gerais para simulação da heparina ......................................84 

5.2.2 Descrição do perfil conformacional do IdoA ............................................87 

5.2.3 Comparação de diferentes esquemas de carga na simulação por DM da 

heparina...............................................................................................................88 

5.3 Estudo por DM do complexo heparina-AT.....................................................90 

5.3.1 Dinâmica da alça Lys28-Glu37 e do RCL................................................91 

5.3.2 Interação pentassacarídeo-AT.................................................................92 

5.3.3 Encaixe-induzido no complexo heparina-AT ...........................................93 

5.4 Implicações para o desenvolvimento racional de novos agentes 

anticoagulantes, baseados no mecanismo de ação da heparina ...........................95 

6 Conclusões......................................................................................................... 97 

7 Perspectivas ....................................................................................................... 98 

8 Glossário ............................................................................................................ 99 

9 Referências Bibliográficas ................................................................................ 103 

10 Anexos ............................................................................................................. 119 



 

 

xii 

10.1 Trabalho I ....................................................................................................119 

10.2 Trabalho II ...................................................................................................120 

10.3 Trabalho III ..................................................................................................121 

10.4 Trabalho IV ..................................................................................................123 

10.5 Trabalho V ...................................................................................................124 

11 Curriculum Vitae ............................................................................................... 125 



 

 

xiii 

LISTA DE ABREVIATURAS 

ACR – alça central reativa 

AT – antitrombina 

DM – dinâmica molecular 

FDA – Food and Drug Administration 

FL - fosfolipídios 

FT – fator tecidual 

GAGs – glicosaminoglicanos 

Gla – γ-carboxiglutamato 

GlcA – ácido glicurônico 

GlcN - glicosamina 

HBPM – heparina(s) de baixo-peso molecular 

IdoA – ácido idurônico 

MD – molecular dynamics 

MM – mecânica molecular 

PDB – Protein Data Bank 

PF4 – platelet factor 4 

PME – Particle-Mesh Ewald 

RCL – reactive center loop  

RMN – ressonância magnética nuclear 

TEV – tromboembolismo venoso 

TFPI – tissue factor pathway inhibitor 

 

 



 

 

xiv 

RESUMO 

 

A heparina foi isolada no início do século XX e permanece, até os dias atuais, 

como um dos mais importantes e eficientes agentes terapêuticos de ação 

antitrombótica. Sua atividade anticoagulante deve-se à ativação da antitrombina 

(AT), uma serpina responsável pela inibição fisiológica de serino-proteinases 

plasmáticas, tais como fIIa e fXa. 

Os esforços no sentido da elucidação dos aspectos estruturais e dinâmicos 

associados ao reconhecimento molecular da heparina pela AT, em nível atômico, 

vêm encontrando diversas dificuldades, principalmente associadas aos compostos 

sacarídicos. Em decorrência de sua elevada polaridade e flexibilidade, 

glicosaminoglicanos como a heparina são difíceis de estudar e modelar. Soma-se a 

isto o fato de que os resíduos de iduronato presentes na heparina (IdoA) apresentam 

um incomum equilíbrio conformacional entre estados de cadeira (1C4) e bote-torcido 

(2SO), sendo esta última estrutura postulada como a possível conformação bioativa. 

Sendo assim, este trabalho apresenta um estudo de modelagem molecular do 

perfil conformacional da heparina, tanto em solução quanto complexada à AT, 

utilizando cálculos ab initio e simulações de dinâmica molecular (DM). 

Em decorrência da ausência de parâmetros capazes de descrever 

polissacarídeos nos campos de força atualmente disponíveis, cargas atômicas foram 

geradas, utilizando-se os esquemas de Mulliken, Löwdin e cargas ajustadas ao 

Potencial Eletrostático, através de cálculos quantum-mecânicos na base 6-31G** e 

testadas na simulação de DM da heparina. Diversas condições de simulação, tais 

como modelos de água, concentrações de sais e as conformações 1C4 e 2SO do 

IdoA, foram avaliadas de forma a identificar as melhores condições para a descrição 

conformacional da heparina em solução. O protocolo de DM obtido foi então utilizado 

no estudo do complexo AT-heparina. 

Os resultados obtidos estão de acordo com os dados experimentais atualmente 

disponíveis acerca da conformação da heparina e da contribuição energética de 

cada resíduo de aminoácido da AT para a formação do complexo com a heparina. A 

partir dos cálculos ab initio realizados, foi proposto um refinamento na estrutura da 

heparina determinada por RMN, enquanto que as simulações de DM permitiram re-

interpretar aspectos da estrutura tridimensional da AT determinada por cristalografia 
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de raios-X. Adicionalmente, os dados obtidos sugerem que não há requerimento 

conformacional para a interação do IdoA com a AT. 

Globalmente, os dados indicam que simulações de DM podem ser utilizadas 

para representar adequadamente a conformação da heparina, assim como para 

caracterizar e quantificar suas interações com a AT. Assim sendo, propomos o uso 

de simulações de DM do complexo entre a AT e a heparina, ou entre a AT e 

compostos derivados da heparina, como uma ferramenta útil no processo de 

desenvolvimento de novos agentes antitrombóticos e anticoagulantes. 
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ABSTRACT 

 

Heparin was isolated in the beginning of the XX century and until today remains 

as one of the most important and efficient antithrombotic therapeutic agents. Its 

anticoagulant activity is due to antithrombin (AT) activation, a serpin responsible for 

the physiological inhibition of plasma serine proteinases like fIIa and fXa.  

Efforts to elucidate the heparin recognition by AT at atomic level have faced 

difficulties in structure determination and dynamics, mostly due to the carbohydrate 

moiety. Due to its highly polar functionality and flexibility sulfated glycosaminoglycans 

like heparin are difficult to study and model. In addition, heparin iduronate residues 

(IdoA) present an unusual equilibrium between chair (1C4) and skew-boat (2SO) 

forms, being the last one hypothesized as the bioactive conformation. 

In this context we present here a molecular modeling study of heparin 

conformational profile, both in aqueous solution and in complex with AT, using ab 

initio and molecular dynamics (MD) calculations. 

Due to lack in force field parameterization for polysaccharides, different atomic 

charges schemes (e.g. Mulliken, Löwdin, and Electrostatic Potential Derived 

Charges) were obtained from quantum-mechanical calculations, at the 6-31G** level, 

and tested in heparin MD simulation. Different simulations conditions, e.g. water 

models, salt concentration, and the 1C4 and 2SO IdoA conformations were also tested 

to verify the best conditions to describe heparin conformation in solution. Using the 

obtained protocol, MD simulations were used to study the AT-heparin interaction. 

The obtained results are in agreement with the available experimental data, i.e. 

heparin NMR conformation and specific contributions of AT amino acid residues to 

the complex formation. Based on ab initio calculations, refinements in the heparin 

NMR structure were proposed, while the MD simulations supported re-interpretations 

of AT crystal structure. Also, the obtained data suggest that there is no 

conformational requirement to the IdoA interaction with AT.  

Altogether the results show that MD simulations can be used to correctly 

represent heparin conformation, as well as to characterize and quantify its interaction 

with AT. Thus, MD simulation of heparin (and heparin-derived)-AT interactions is 

proposed here as a powerful tool to assist and support drug design of new 

antithrombotic agents. 
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1 

1 Introdução 

1.1 A hemostasia e a cascata de coagulação 

A iniciação da coagulação ocorre normalmente como uma resposta a 

perturbações no endotélio vascular, tais como injúrias mecânicas ou estímulos pró-

inflamatórios. Particularmente no caso de um dano físico no vaso, tem-se como 

conseqüência a exposição de elementos teciduais no sub-endotélio, induzindo a 

ativação e o acúmulo de plaquetas no local do dano, denominado tampão 

plaquetário (Jenny e Mann, 1998).  

A partir da iniciação da coagulação, a propagação deste processo se dará 

como um resultado de complexos enzimáticos pró-coagulantes estruturados em 

elementos da matriz sub-endotelial e na membrana de plaquetas (Jenny e Mann, 

1998). Estes complexos incluem como elementos serino-proteinases (fXIIa, fXIa, 

fIXa, fXa, fVIIa, trombina), co-fatores protéicos não-enzimáticos (fator tecidual, fVIIIa, 

fVa, fIII), íons cálcio e superfícies de membrana celular. 

A primeira etapa da coagulação ocorre a partir da interação do fator VIIa 

plasmático com o fator tecidual (FT, Figura 1), uma proteína integral de membrana 

exposta como conseqüência de danos vasculares agudos (Nakagaki et al., 1991). O 

FT não é normalmente expresso na superfície de células vasculares, mas 

constitutivamente expresso na superfície de células extravasculares e, desta forma, 

exposta ao fluxo sanguíneo somente como resultado de dano ao endotélio (Drake et 

al., 1989). O fator VIIa é uma enzima que circula livremente no plasma em pequenas 

quantidades (Morrissey et al., 1993), suficientes para iniciar a coagulação: sua 

atividade catalítica na forma livre é muito pequena, tornando-se pronunciada 

somente em complexo com o FT. Além destas duas proteínas, um cofator não-

protéico requerido nesta e em outras etapas da coagulação, constitui-se em 

superfícies fosfolipídicas (FL, ver adiante), oriundas principalmente das plaquetas do 

tampão plaquetário. A aceleração da cascata irá requerer quantidades crescentes de 

fVIIa, geradas a partir de alças de regulação envolvendo outros fatores da 

coagulação, como fIIa e fXa (Butenas e Mann, 1996).  
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Figura 1: Representação esquemática da cascata de coagulação. Os percussores 

inativos estão apresentados em letras pretas (protrombina, V, VII, VIII, IX, X e XIII), 

enquanto as proteínas ativas estão apresentadas em vermelho (trombina, Va, VIIa, 

VIIIa, IXa, Xa e XIIIa). As setas em vermelho apresentam alças de retro-alimentação 

positiva da trombina, enquanto as alças pretas, verdes e azuis representam vias de 

ativação de fatores da coagulação.  

 

A atividade catalítica do complexo fVIIa-FT-FL, denominado Complexo Tenase 

Extrínseco, é observada sobre os fatores IX e X, gerando fIXa e fXa. O fator IXa, por 

sua vez, também é responsável pela ativação de fator X a Xa, na presença de FL e 

do cofator protéico não-enzimático fVIIIa, formando o denominado Complexo Tenase 

Intrínseco. O fator Xa formado tanto pela ação do complexo tenase intrínseco quanto 

do tenase extrínseco tem como função a conversão de protrombina em trombina na 

presença dos co-fatores FL e fVa, sendo denominado Complexo Protrombinase 

(Figura 1, Jenny e Mann, 1998).  
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A importância da presença de superfície fosfolipídicas na ativação dos fatores 

da coagulação está diretamente relacionada à estrutura dos mesmos. Os fatores VII, 

IX, X e a protrombina são zimogênios dependentes de vitamina K, caracterizados 

pela presença de um domínio N-terminal, denominado Gla, contendo de 10 a 12 

resíduos γ-carboxiglutamato. Estes resíduos são gerados por modificação pós-

translacional utilizando a vitamina K como cofator, e são os responsáveis pelo 

acoplamento dos fatores da coagulação às superfícies fosfolipídicas (Kalafatis et al., 

1994).  

O principal resultado da propagação da coagulação através das atividades de 

complexos envolvendo enzimas, co-fatores protéicos e superfícies fosfolipídicas é a 

ativação de protrombina gerando trombina (Figura 1). Esta enzima tem diversos 

papéis na coagulação, dentre os quais podemos citar a conversão de fibrinogênio 

em uma matriz insolúvel de fibrina e a ativação de diversas alças de retro-

alimentação positiva, incluindo a ativação dos fatores VII, VIII e V, além de ativar o 

fator XIII, responsável pela estabilização do coágulo de fibrina através de uma 

atividade transglutaminase (Jenny e Mann, 1998).  

O controle e a regulação da coagulação em humanos envolve três principais 

moduladores fisiológicos: proteína C, TFPI (tissue factor pathway inhibitor, inibidor 

da via do fator tecidual) e antitrombina (AT). 

A via da proteína C é responsável pela inativação dos complexos 

protrombinase e tenase intrínseco através da inativação de seus respectivos co-

fatores, os fatores Va e VIIIa (Eaton et al., 1986 e Guinto & Esmon, 1984). A 

extensão do papel anticoagulante desta via é diretamente e paradoxalmente 

relacionada à geração de trombina e da atividade protrombinásica, ambas com 

papel pró-coagulante (Kalafatis et al., 1994). A formação de um complexo entre a 

trombina e seu cofator anticoagulante, a trombomodulina, modifica a reatividade da 

trombina de forma que esta enzima não mais apresenta um papel pró-coagulante, 

mas sim, anticoagulante ao ativar proteína C (Esmon, 1989). 

O TFPI é um membro da família Kunitz de inibidores enzimáticos (Wun et al.¸ 

1988) capaz de inibir reversivelmente fator Xa livre no plasma, embora não 

apresente atividade inibitória sobre outras serino-proteinases em concentrações 

plasmáticas normais (Broze, 1987). O principal papel do TFPI é o bloqueio da 

atividade do complexo tenase extrínseco ao se ligar não-covalentemente ao sítio 

ativo do fator Xa, inibindo-o (Broze et al., 1988). Este complexo, por sua vez, é 
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capaz de inibir reversivelmente o complexo FT-fator VIIa através da formação de um 

complexo envolvendo as quatro proteínas (Jenny e Mann, 1998). 

AT é um membro das serpinas (serpin, SERine Proteinase INhibitor), uma 

família de inibidores enzimáticos (Potempa et al., 1994), capaz de inibir a maior 

parte das serino-proteinases da coagulação, embora seu papel fisiológico 

provavelmente envolva somente o fator Xa e a trombina (Olson et al., 1997). AT, 

receptor-alvo responsável pelo uso clínico da heparina como agente anticoagulante, 

é um dos alvos a ser abordado na presente tese e, portanto, será descrita em 

maiores detalhes a seguir. 

1.2 Estrutura de serpinas 

As serpinas constituem-se numa superfamília de proteínas cuja característica 

principal é a presença de uma região central, comum entre seus membros, 

consistindo de 8 a 9 α-hélices e 3 grupos de folhas-β (Figura 2). No caso específico 

da AT humana, a estrutura secundária inicia-se com uma alça na porção N-terminal, 

do aminoácido Asp6 ao Thr44. Nesta alça, a região entre as posições 28 e 37 não 

está resolvida, i.e. não é observada, nas estruturas cristalográficas da AT e de 

diversas outras serpinas (Whisstock et al., 1998). Isto ocorre provavelmente em 

função de sua elevada flexibilidade. Esta alça N-terminal é seguida por uma série de 

hélices e folhas-β (Jin et al. 1997 e Whisstock et al. 2000), incluindo: 

� Hélice A, de Asn45 a Ser69; 

� Hélice B, de Ser79 a Ala94; 

� Hélice C, de Cys95 a Phe106; 

� Hélice D, de Gln118 a Lys136; 

� Hélice E, de Asn155 a Tyr166; 

� Hélice F, de Asn178 a Thr194; 

� Hélice G, de Ser291 a Leu299; 

� Hélice H, de Thr300 a Glu310; 

� Hélice I, de Leu331 a Met338; 

� Folhas-β A: Lys139 – Asp149, Gln171 – Leu173, Leu213 – Lys222, 

Phe323 – Ser330 e Asp366 – Val375;  

� Folhas-β B: Ile76 – Leu78, Met251 – Arg262, Gln268 – Pro273, Ile279 – 

Leu285, Phe408 – Glu414 e Ile420 – Val426;  
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� Folhas-β C: Arg235 – Tyr240, Ser246 – Met251, Glu312 – Pro321 e 

Val400 – Lys403.  

 

 
Figura 2: Visão da frente a das “costas” de uma serpina típica, ilustrando as 

características estruturais desta classe de proteínas, tais como uma alça reativa 

(RCL), folhas-β A, B e C (em vermelho, azul e verde, respectivamente) e α-hélices, 

apresentadas de A a H (Gettins, 2002a). 

 

Embora as serpinas tenham sido originalmente identificadas como inibidoras 

de serino-proteinases, diversas proteínas foram caracterizadas como serpinas sem 

apresentarem atividade inibitória, e.g. a ovalbumina, uma proteína abundante no ovo 

de aves sem atividade inibidora de proteases (Wright, 1984). Dentre os processos 

biológicos nos quais as serpinas estão envolvidas incluem-se a coagulação 

sanguínea, fibrinólise, morte celular programada, angiogênese, desenvolvimento e 

inflamação (Gettins, 2000; Gettins, 2002a; Huntington et al., 2000; Simonovic et al., 

2001). Isto ocorre em decorrência da elevada similaridade no padrão de 

enovelamento destas proteínas (ilustrado na Figura 2), mesmo em proteínas com 

baixa homologia entre suas seqüências primárias (<30%) (Gettins, 2002a).  

Ainda assim, uma das características mais marcantes desta família de 

proteínas está justamente no seu mecanismo de inibição de proteases, ilustrado na 

Figura 3. As serpinas inibitórias são substratos suicidas, ligando-se irreversivelmente 

às suas proteases-alvo. O motivo responsável por esta atividade é denominado alça 
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central reativa (ACR ou RCL, da expressão em inglês reactive center loop), região 

das serpinas que apresenta uma ligação peptídica entre os resíduos P1 e P1’, 

utilizando a notação de Berger e Schechter (Schechter & Berger, 1967), que será 

hidrolisada pela protease-alvo. Na AT, a alça reativa corresponde à seqüência 

delimitada pelos resíduos Asn376 e Arg393, i.e. P17 e P1, respectivamente. A base 

da ACR (P14 e P15), na proximidade da folha-β A, é denominada região da 

dobradiça da ACR (hinge region), e tem sido proposta como importante região na 

modulação das propriedades inibitórias de serpinas (Gettins, 2002b, ver adiante). 

Uma vez clivado, a ACR move-se de um pólo ao outro da serpina, inserindo-se 

na folha-β A e prendendo a protease contra a estrutura da serpina (Figura 3) 

(Huntington et al., 2000 e Gettins, 2002b). Neste processo, a estrutura tridimensional 

da protease é distorcida, incluindo-se a orientação da tríade catalítica, justificando a 

incapacidade da enzima de desfazer o intermediário acila, formado com a ACR, e o 

aumento da susceptibilidade à proteólise por parte da enzima, facilitando sua 

depuração (Huntington et al., 2000). Um dos fatores estabilizadores que guiam este 

processo de inibição é justamente a inserção da ACR na folha-β A. Esta região de 

estrutura secundária apresenta, antes da inserção, dois conjuntos de segmentos 

anti-paralelos e dois conjuntos paralelos (Figura  3). Após a inserção, transforma-se 

numa única folha-β anti-paralela, acarretando num efeito estabilizador do complexo 

serpina-proteinase (Figura  3) (Gettins, 2002a). No total, o translocamento da 

protease de um pólo ao outro da serpina envolve mudanças conformacionais de até 

65Å (Loebermann et al., 1984). 
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Figura 3: Representação esquemática da estruturas envolvidas na formação do 

complexo serpina-proteinase. A) complexo no momento da clivagem da alça reativa 

e antes da inserção da ACR (em azul); B-D) translocação da serino-proteinase 

(verde) de um pólo ao outro da serpina, com a conseqüente inserção da ACR nas 

folhas-β A (vermelho); E) complexo final, no qual a proteinase se encontra distorcida 

em função da sua compressão contra a base da estrutura da serpina e, desta forma, 

completamente inativada (Gettins, 2002b). 

1.3 O uso da heparina e de heparinas de baixo peso molecular na terapêutica 

A heparina foi identificada e isolada em 1916, a partir de uma preparação de 

fígado de cães (Nader et al., 2001), sendo utilizada clinicamente há mais de 40 anos 

como agente anticoagulante e antitrombótico (Jaques, 1979). É um polissacarídeo 

polissulfatado, composto por unidades hexassacarídicas contendo ácido idurônico 2-

sulfatado (IdoA), glicosamina 2,6-dissulfatada (GlcN) e ácido glicurônico não 

sulfatado (GlcA) (Figura 4, Silva & Dietrich, 1975), embora pequenas variações 

sejam observadas em heparinas obtidas de diferentes fontes animais (Nader et al., 

2001). Comercialmente, a heparina é obtida a partir da mucosa intestinal ou 

pulmonar de bois, caracterizando-a como uma mistura heterogênea de 

polissacarídeos de diferentes tamanhos e pesos moleculares. O peso molecular de 

suas cadeias varia de 5 kDa a 30 kDa, com um peso molecular médio de 15 kDa 

referente a aproximadamente 30 unidades monossacarídicas (Figura 5) (Hirsh et al., 

1998). 
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Figura 4: Representação de um hexassacarídeo de heparina (1), composto por 

resíduos de ácidos urônicos, idurônico e glicurônico, e glicosamina (Nader et al., 

2001). 

  

 
Figura 5: Representação esquemática da distribuição de peso molecular da heparina 

não fracionada e da heparina de baixo peso molecular. Adaptada de Boneu, 2000. 

 

A atividade anticoagulante da heparina deve-se à sua capacidade em potenciar 

a ação inibitória da AT sobre as serino-proteinases da cascata de coagulação (e.g. 

trombina e fator Xa), formando com estas proteínas com complexo ternário. Este 

processo, no caso da trombina, é dependente do tamanho da cadeia polissacarídica 

da heparina: uma cadeia de 18 unidades monossacarídicas (~5,4 kDa) é a menor 

estrutura capaz de induzir inibição de trombina (Danielsson et al., 1986). Em 

contrapartida, a inibição de fator Xa não depende do tamanho da cadeia 

polissacarídica, de forma que pequenos oligossacarídeos (e.g. pentassacarídeos de 
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~1,7 kDa) possuem capacidade de induzir inativação desta enzima (Choay et al., 

1983). Ambos mecanismos serão discutidos mais detalhadamente adiante no texto.  

Tendo-se em vista que a heparina é composta em sua quase totalidade de 

cadeias apresentando peso molecular maior que 5,0 kDa, sua atividade inibitória é 

observada igualmente sobre trombina e fator Xa, de forma que a relação de 

atividades anti-fXa/antitrombina (ou anti-fXa/anti-fIIa) torna-se igual a 1 (Boneu, 

2000). 

Na busca por agentes anticoagulantes mais eficazes e seguros, na década de 

1980 iniciou-se o uso terapêutico das denominadas heparinas de baixo-peso 

molecular (HBPM, Tabela 1), compostos obtidos através da fragmentação 

fracionada da heparina convencional (Nader et al., 2001). Diversos métodos são 

utilizados de forma a fragmentar a heparina, gerando estruturas distintas entre si 

tanto na forma dos resíduos terminais gerados como no tamanho da cadeia: 

despolimerização por ácido nitroso, degradação enzimática ou benzilação seguida 

por hidrólise alcalina, dentre outros processos (Boneu, 2000 e Nader et al., 2001). 

Dependendo do método de preparação, a massa molecular média e a curva de 

distribuição de massas moleculares (Figura 5) podem ser ligeiramente diferentes 

para cada HBPM, resultando em uma proporção distinta de cadeias polissacarídicas 

com massa molecular acima de 5,4 kDa. Este aspecto é um dos principais fatores 

associados às diferentes relações de atividade anti-fXa/anti-fIIa de cada preparação 

de HBPM, as quais podem variar de 1,5-2,5, para a tinzaparina, até 3,3-5,3, para a 

enoxaparina e a reviparina (Tabela 1, Boneu, 2000). 
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Tabela 1: Heparinas de baixo-peso molecular (HBPM) comerciais, métodos de 

obtenção, pesos moleculares médios e relação de atividades anti-fXa/anti-fIIa 

(Fareed et al., 1998; Boneu, 2000). 

Método de 

obtenção 

HBPM Peso molecular 

médio (kDa) 

Anti-fXa / 

anti-fIIa 

Nome 

comercial 

Dalteparina 6,0 1,9-3,2 Fragmina 

Nadroparina 4,3 2,5-4 Fraxiparinb 
Despolimerização 

com ácido nitroso 
Reviparina 3,9 3,6-6,1 Clivarinc 

Heparinase Tinzaparina 6,5 1,5-2,5 Logiparind 

Benzilação / 

hidrólise alcalina 

Enoxaparina 4,5 3,3-5,3 Clexanee 

 Ardeparina 5,3 2 Normiflof 

 Certoparina 3,8 1,5-2,5 Sandoparing 

a Pharmacia/Upjohn (Estocolmo, Suécia); 
b Sanofi (Paris, França); 
c Knoll AG (Ludwigshafen, Alemanha); 
d Novo (Copenhagen, Dinamarca); 
e Rhône Poulenc (Paris, França); 
f Wyeth Ayerst (Filadélfia, EUA); 
g Novartis (Nurenberg, Alemanha). 

 

Esta heterogeneidade no tamanho das cadeias e, em conseqüência, nas 

relações de atividades anfi-fXa/anti-fIIa implica em conseqüências práticas na 

atividade anticoagulante das HBPM, de forma que cada formulação comercial de 

HBPM deve ser considerada como um composto específico, apresentando 

propriedades farmacodinâmicas e farmacocinéticas próprias e específicas (Fareed et 

al., 1998 e Boneu, 2000). Como destacado acima (item 1.1, Figura 1), a trombina 

gerada na cascata de coagulação apresenta propriedades funcionais além da 

hidrólise de fibrinogênio, tais como a ativação dos co-fatores VIII e V e a ativação do 

zimogênio fator XIII. Desta forma, a inibição dos primeiros traços de trombina 

gerados pela cascata é capaz de abolir a ativação dos co-fatores e a conseqüente 

formação de fatores Va e VIIIa (Ofosu et al., 1986 e Ofosu et al., 1989), essenciais 

para a formação dos complexos tenase intrínseco e protrombinase (Figura 1). Como 
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as HBPM apresentam baixa atividade inibitória de trombina em decorrência do 

reduzido tamanho de suas cadeias polissacarídicas (Figura 5), não possuem 

capacidade de inibir tais alças de retroalimentação (Figura 1), permitindo a formação 

dos fatores Va e VIIIa por quantidades-traço de trombina. Farmacologicamente esta 

diferença entre a heparina convencional, não-fracionada, e as HBPM é uma 

significativa diferença na potência da atividade anticoagulante dos dois agentes, 

sendo a heparina não-fracionada um agente significativamente mais anticoagulante 

(Boneu, 2000).  

A associação da relação de atividades anti-fXa/anti-fIIa com o tamanho médio 

de cada HBPM pode ser observada na Figura 6. A observação dos dados referentes 

a reviparina, enoxaparina, dalteparina e tinzaparina demonstra claramente a 

presença de uma relação direta entre massa molecular e atividade inibitória da 

trombina, de forma que quanto maior a massa molecular média maior a atividade 

inibitória desta enzima (e menor a relação anfi-fXa/anti-fIIa). O mesmo é observado 

para nardoparina e ardeparina. Isto está plenamente de acordo com a dependência 

de cadeias de elevada massa molecular (longas cadeias polissacarídicas) para a 

inibição de trombina, como descrito anteriormente. Contudo, a observação 

cuidadosa do gráfico apresentado na Figura 6 sugere que o tamanho da cadeia 

polissacarídica não é o único fator responsável pela inibição relativa de trombina e 

fator Xa. Por exemplo, enquanto reviparina e certoparina apresentam praticamente o 

mesmo peso molecular (~3,8 kDa), a última é praticamente duas vezes mais 

eficiente na inibição de trombina (Tabela 1 e Figura 6). A análise destes dados 

demonstra que diversos aspectos associados às razões moleculares para os efeitos 

biológicos das HBPM permanecem desconhecidos. 
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Figura 6: Gráfico apresentando a relação entre as atividades anti-fXa e anti-fIIa de 

HBPM e seus respectivos pesos moleculares. As linhas azuis demonstram o aspecto 

linear de tal relação (Dados obtidos de Boneu, 2000).  

 

A heterogeneidade das HBPM se aplica não somente à inibição de trombina e 

fator Xa na presença de AT. Devido às suas propriedades estruturais, a heparina e 

outros derivados heparinóides são capazes de se ligar a um enorme número de 

proteínas, não necessariamente relacionados à coagulação (Mulloy & Linhardt, 

2001). Assim sendo, outras ações já foram descritas para estes agentes 

anticoagulantes (Fareed et al., 1998) e, desta forma, são susceptíveis a diferenças 

na composição química e peso molecular/tamanho das moléculas envolvidas 

(Hansen e Sandset, 1998). Dentre estas ações podemos citar: 

• Indução da liberação de TFPI; 

• Interação com o cofator II da heparina; 

• Inibição das ações pró-coagulantes de leucócitos; 

• Indução de fibrinólise; 

• Ligação a diversas proteínas; 

• Modulação do endotélio vascular, mediada ou não por receptor. 
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Estes aspectos, contudo, fogem ao escopo da presente Tese e não serão 

discutidos. 

Embora menos potentes, as HBPM são mais efetivas e mais seguras que a 

heparina convencional na profilaxia em pacientes com elevado risco de trombose 

(Geerts et al., 2001). De fato, o desenvolvimento das HBPM, com suas vantagens 

sobre a heparina convencional, possibilitou a difusão do tratamento e profilaxia de 

diversas desordens tromboembólicas, tais como o tromboembolismo venoso (TEV)1. 

Em linhas gerais, as vantagens associadas ao uso terapêutico de HBPM em relação 

a heparina incluem (Ageno & Turpie, 2003; Jay & Geerts, 2003): 

• Eficácia equivalente (dependendo da aplicação clínica pode apresentar 

maior eficácia que heparina e varfarina, como em cirurgias ortopédicas); 

• Maior segurança (menor risco de hemorragia); 

• Menor risco de desenvolvimento de trombocitopenia induzida por 

heparina; 

• Maior praticidade (somente uma administração diária, ao invés de duas 

ou três para a heparina); 

• Menor custo do tratamento (sem necessidade de internação hospitalar e 

monitoração continuada do paciente). 

 

Contudo, a heterogeneidade das condições médicas e a ausência de grandes 

ensaios clínicos metodologicamente rigorosos limitam as conclusões definitivas 

acerca da profilaxia a coagulopatias (Ageno & Turpie, 2003). Por exemplo, estudos 

demonstram que tanto a heparina convencional quanto HBPM apresentam eficácia 

similar na prevenção de acidentes trombóticos (no caso da TEV, em torno de 50% 

em relação ao placebo ou à ausência de tratamento), embora as HBPM mantenham 

                                                           
1 O tromboembolismo venoso (TEV) é uma importante causa de morbidade e mortalidade. Dados referentes aos 
Estados Unidos indicam que aproximadamente 200.000 pacientes morrem anualmente tendo como causa direta 
ou contribuinte embolismo pulmonar (Alpert & Dalen, 1994). O embolismo pulmonar é responsável por 10% do 
total de mortes em pacientes hospitalizados (Sandler & Martin, 1989) e, a cada ano, são diagnosticados cerca de 
170.000 novos episódios e 90.000 casos recorrentes de TEV (Anderson et al., 1991). Contudo, as reais taxas de 
incidência, prevalência e mortalidade de TEV estão provavelmente subestimadas, uma vez que a doença 
freqüentemente não apresenta manifestações clínicas (Anderson et al., 1991). Como fatores de risco para o TEV 
incluem-se tanto características individuais (e.g. idade maior que 40 anos, obesidade, imobilidade por mais de 4 
anos, terapia com altas doses de estrogênio e trombofilia) quanto doenças ou procedimentos cirúrgicos (e.g. 
trauma, tumores malignos, falência cardíaca, infarto recente do miocárdio, infecção e síndrome nefrótica) 
(Thomboembolic Risk Factors Consensus Group, 1992). 
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redução em torno de 50% no risco de hemorragias (Mismetti et al., 2000) sendo, 

portanto, fármacos significativamente mais seguros. Assim sendo, podem ser citadas 

como problemáticas associadas ao uso das HBPM: 

• Necessidade de serem testadas individualmente para cada indicação 

clínica; 

• Dificuldades na determinação das doses ótimas; 

• Duração ideal do tratamento desconhecida; 

• Origem animal. 

1.4 Aspectos moleculares da modulação da antitrombina (AT) pela heparina 

A atividade anticoagulante da AT é devida principalmente à sua capacidade de 

inibir trombina e fator Xa, com constantes de velocidade de 8,9 x 103 M-1 s-1 e 2,5 x 

103 M-1 s-1, respectivamente, considerando-se somente o sistema bi-molecular 

serpina-protease. Com a inclusão de heparina e a formação do complexo ternário 

AT-protease-heparina (Figura 7) (Li et al., 2004), contudo, pode-se observar uma 

potencialização de 3 a 4 ordens de grandeza na eficiência deste processo inibitório, 

alcançando constantes de velocidade de 3,7 x 107 M-1 s-1 e 1,3 x 106 M-1 s-1 para 

trombina e fator Xa, respectivamente (Craig et al., 1989 e Olson et al., 1991). Esta 

enorme potencialização na atividade anticoagulante da AT está relacionada ao fato 

de que este inibidor circula no plasma em uma conformação inativa (Huntington et 

al., 1996), requerendo a ligação de um glicosaminoglicano polissulfatado como co-

fator fisiológico (heparan sulfato) ou terapêutico (heparina) para inibição eficiente de 

suas proteínas-alvo. 
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Figura 7: Representação da estrutura cristalográfica do complexo entre a 

antitrombina, a trombina e a heparina, código PDB 1TB6 (Li et al., 2004). 

 

Com relação às razões moleculares para as propriedades anticoagulantes da 

heparina, a estrutura do complexo ternário AT-trombina-heparina, apresentada na 

Figura 7, ilustra o denominado Mecanismo de “Ponte”. Segundo este mecanismo, a 

potencialização pelo polissacarídeo da atividade inibitória da AT sobre suas 

proteases-alvo pelo polissacarídeo é devida a uma conecção física entre as duas 

proteínas, determinada principalmente por interações iônicas entre grupos sulfato da 

heparina e resíduos de aminoácidos carregados positivamente na AT e na protease. 

Contudo, este não é o único mecanismo pelo qual a heparina modula a atividade da 

AT. 

O outro modelo de interação segundo o qual a heparina é capaz de modular a 

atividade da AT constitui-se num mecanismo baseado na indução de mudanças 

conformacionais (Figura 8), caracterizando um processo do tipo encaixe induzido 

(Verli & Barreiro, 2005). Este efeito foi observado inicialmente através da 

comparação da estrutura cristalográfica da AT livre (Carrel et al., 1994) com a 

estrutura da AT complexada a um composto sintético (Jin et al., 1997), derivado da 

heparina, denominado pentassacarídeo sintético (Figura 8A).  
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(4) 

A 

 
B C 

Figura 8: A) estrutura do pentassacarídeo sintético (4); B) estrutura cristalográfica da 

AT em sua forma livre, não complexada (código PDB 1ANT, Carrel et al., 1994); C) 

estrutura cristalográfica da AT em sua forma complexada ao pentassacarídeo 

sintético (código PDB 1AZX, Jin et al., 1997). Os círculos coloridos indicam as 

regiões nas quais se concentram as principais mudanças conformacionais induzidas 

na AT pelo pentassacarídeo, como a mudança na flexibilidade de alças e folhas-β 

(círculo vermelho) e a formação de α-hélice (círculo verde) (Verli & Barreiro, 2005). 

 

As mudanças conformacionais induzidas na AT pelo pentassacarídeo sintético 

incluem: 1) formação de duas voltas adicionais na região C-terminal da hélice D 

(Figura 8C, círculo verde); 2) contração da folha-β A; 3) expulsão da região da 

dobradiça da ACR (P14 e P15); 4) aumento na flexibilidade da ACR; 5) 

transformação da folha-β A de 4 para 5 fitas, anti-paralelas (Jin et al., 1997, Gettins, 

2002a), além de formações de voltas adicionais na hélice A (Jin et al., 1997). 
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Contudo, o mecanismo pelo qual a complexação da heparina à AT é transmitido a 

ACR ainda não está completamente resolvido (Gettins, 2002b). Ambos mecanismos 

de potencialização da atividade inibitória da AT, o mecanismo de ponte e o 

mecanismo baseado em mudanças conformacionais, estão ilustrados 

esquematicamente na Figura 9. 

 
Figura 9: Representação esquemática da inibição de fIIa e fXa na presença de AT e 

heparina. Dois tipos distintos de mecanismos estão ilustrados, sendo um mecanismo 

envolvendo a simples ligação da serpina à protease pela heparina (denominado de 

ponte), e um mecanismo baseado na indução de mudança conformacional na AT 

pela heparina. Ambos os mecanismos resultam em potenciação da atividade 

anticoagulante da AT, embora diferentes proteases apresentem diferentes 

sensibilidades a cada um destes mecanismos. 

 

Com relação ao mecanismo de molde na inibição de serino-proteinases pela 

AT (Figura 7) a conexão das duas proteínas pela heparina dependerá, 

principalmente, do tamanho da cadeia polissacarídica. Dados prévios demonstram 

que um mínimo de 18 unidades monossacarídicas (~5,4 kDa) é necessário para 

ativar a inibição de trombina pela AT (Figura 5 e Figura 9) (Danielsson et al., 1986), 

requisito estrutural não compartilhado para a inibição de fator Xa. De fato, o requisito 
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estrutural mínimo necessário à inibição de fator Xa na presença de AT é uma 

seqüência pentassacarídica (Choay et al., 1983). Em outras palavras, a trombina 

não parece ser sensível às mudanças conformacionais induzidas na AT pela 

heparina, dependendo somente do tamanho deste polissacarídeo para ser inibida. 

Em contrapartida, o fator Xa é sensível a ambos os mecanismos, destacadamente a 

mudança conformacional da AT. Deste modo, o uso de pequenas moléculas, 

capazes de induzir modificações na conformação da AT sem conectar a serpina à 

proteinase, possibilita uma promissora estratégia terapêutica de planejamento 

racional de inibidores seletivos de fator Xa, baseados no mecanismo de ação da 

heparina. Um exemplo de sucesso neste campo é o denominado pentassacarídeo 

sintético, comercializado pelo nome fondaparinux (ArixtraTM) pela Sanofi. 

1.5 Nomenclatura de conformações de carboidratos 

A conformação de carboidratos é usualmente descrita de acordo com as 

Recomendações da IUPAC (IUPAC-IUB, 1980). Segundo estas recomendações, a 

conformação, i.e. o arranjo espacial aproximado dos átomos, de um 

monossacarídeo em sua forma cíclica por uma letra maiúscula, em itálico, 

designando a forma do anel, e por números, responsáveis pela distinção das 

possíveis variantes conformacionais para uma mesma forma. As letras utilizadas na 

descrição das formas de monossacarídeos são: 

a) Anéis de 5 membros: 

• E, utilizada para a conformação envelope; 

• T, utilizada para a conformação torcida (twist).  

b) Anéis de 6 membros: 

• C, utilizada para a conformação de cadeira; 

• B, utilizada para a conformação de bote; 

• S, utilizada para a conformação de bote-torcido (skew-boat); 

• H, utilizada para a conformação de meia-cadeira (half-chair); 

• E, utilizada para a conformação de envelope. 

 

A distinção dos possíveis variantes de uma mesma forma de anel é realizada 

através da identificação dos 4 átomos que formam um plano. O átomo localizado 

acima deste plano terá seu número sobrescrito antes da letra maiúscula, enquanto 

que o átomo que estiver localizado abaixo do plano terá seu número subscrito após 
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a letra maiúscula. Heteroátomos (e.g. O, S) são indicados pelos seus símbolos 

subscrito ou sobrescritos (Tabela 2). Por exemplo, a conformação 2SO do resíduo 

IdoA corresponde a uma forma de bote torcido, com o átomo número 2 acima do 

plano do anel, e o átomo de oxigênio abaixo deste plano. É importante destacar, 

contudo, que em função da numeração utilizada para o anel os numerais serão 

também diferentes. Utilizando como exemplo a conformação 2SO, esta nomenclatura 

é obtida através da notação IUPAC, onde o átomo número 1 corresponde ao 

carbono anomérico. Em outros trabalhos, contudo, o número 1 é atribuído ao 

heteroátomo do sistema, de forma que 2SO se torna 3S1 ou mesmo 3T1, se a 

nomenclatura de anéis de 5 membros for estendida para anéis de 6 membros 

(Cremer & Szabo, 1995). De fato, segundo as recomendações da IUPAC (IUPAC-

IUB, 1980) a nomenclatura conformação torcida (twist) é utilizada somente para 

anéis de 5 átomos, enquanto que a nomenclatura bote-torcido (skew-boat) é 

utilizada para anéis de 6 átomos. 
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Tabela 2: Nomenclatura de conformações adotadas por monossacarídeos (hexoses) 

utilizando como modelo o ácido idurônico. 

 

“Puckering Coordinates” Formas de 

Monossacarídeos 

Nomenclatura 

IUPAC θ φ 
1C4 0° 0° 

cadeira 
4C1 180° 0° 
O,3B 90° 0° 

B1,4 90° 60° 

B2,5 90° 120° 

B3,O 90° 180° 
1,4B 90° 240° 

bote 

2,5B 90° 300° 
3S1 90° 30° 
5S1 90° 90° 
2SO 90° 150° 
1S3 90° 210° 
1S5 90° 270° 

bote-torcido 

(skew-boat) 

OS2 90° 330° 

 

Os anéis de 6 membros podem apresentar diversas dezenas de possíveis 

conformações (Cremer & Szabo, 1995), sendo descritas em um globo 

conformacional tridimensional (Tabela 2 e Figura 10). De forma a facilitar a definição 

inequívoca destas conformações e suas variações, uma nomenclatura 

complementar foi proposta em 1975 por Cremer e Pople, denominada de Ring 

Puckering Coordinates (Cremer & Pople, 1975). Esta nomenclatura considera o 

desvio da planaridade (amplitude, θ) e a distorção dos anéis (ângulo de fase, φ), 

permitindo a descrição de todos os tipos possíveis de conformações de anéis 

(Cremer & Szabo, 1995).  
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Figura 10: Globo conformacional do ciclo hexano (adaptado de Cremer & Szabo, 

1995). As duas possíveis formas de cadeira estão marcadas em vermelho, enquanto 

três formas de bote torcido estão apresentadas em vede. 

1.5.1 Importância da conformação do resíduo IdoA na atividade da 

heparina 

A importância de aspectos conformacionais na atividade da heparina e seus 

derivados não se restringe a seu receptor-alvo, a AT. Os resíduos de IdoA (Figura 4) 

apresentam uma elevada mobilidade, conferindo à molécula de heparina aspectos 

conformacionais próprios (Danielsson et al., 1986). Tais resíduos adotam um 

equilíbrio conformacional entre estados de cadeira (1C4) e bote-torcido (2SO, Figura 

11) (Ferro et al., 1990) sem, contudo, causar dobras na cadeia polissacarídica 

(Danielsson et al., 1986). De fato, é relatado que glicosaminoglicanos contendo 

resíduos mais rígidos de ácidos urônicos apresentam menor atividade antitrombótica 

(Mikhailov et al., 1996), o que sugere que estas características conformacionais do 

IdoA contribuem para as propriedades anticoagulantes da heparina. 
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Figura 11: Perfil conformacional do resíduo IdoA em solução aquosa, em equilíbrio 

entre as conformações 2SO (bote-torcido), 1C4 (cadeira) e 4C1 (cadeira), sendo a 

conformação 2SO predominante em solução. 

 

A preferência do resíduo de IdoA em permanecer numa forma de bote-torcido 

já foi descrita tanto para moléculas de heparinas livres em solução (Cros et al.¸ 

1997) quanto para heparinóides complexados à AT (Jin et al., 1997), demonstrando 

que a forma 2SO é reconhecida pela proteína-alvo. Tal singularidade conformacional 

é, provavelmente, devida à interação com o solvente. De fato, a correta reprodução 

da distribuição de confôrmeros de diedros exocíclicos de carboidratos apresentando 

ligações (1�6), utilizando simulações de dinâmica molecular (ver adiante), somente 

foi conseguida através da inclusão explícita de moléculas de água2, as quais 

parecem romper interações por ligação de hidrogênio intramoleculares (Kirschner & 

Woods, 2001). Especificamente com relação à conformação do anel, estudos 

sugerem que a conformação de açúcares em solução aquosa é determinada através 

da interferência da estrutura do solvente circundante (Uedaira et al., 2001): 

                                                           
2 A representação do solvente em simulações de DM (ver adiante) pode ser realizada tanto de forma explícita 
quanto implícita. A primeira se refere à presença física das moléculas de solvente propriamente ditas no sistema 
em estudo. Contudo, esta abordagem implica em enorme custo computacional, de forma que o solvente chega a 
representar mais de 70% de todo o tempo de máquina de uma simulação. Desta forma, métodos foram propostos 
de forma a representar, implicitamente, o efeito do solvente e, em conseqüência, permitir uma drástica redução 
do custo computacional (e.g. COSMO, ver metodologia). Considerando-se que um dos efeitos ocasionados pelos 
solventes é a modulação das interações eletrostáticas, a representação implícita de seus efeitos é usualmente 
alcançada através da modulação da constante dielétrica do meio (Leach, 2001).  
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conformações nas quais os grupos substituintes se encontram na posição equatorial 

seriam mais estáveis, uma vez que induziriam menor modificação na estrutura do 

solvente circundante. De forma oposta, conformações em que os grupos 

substituintes estejam na posição axial seriam menos estáveis por induzirem uma 

maior modificação na estrutura do solvente circundante. Neste contexto, a 

observação dos substituintes do resíduo IdoA (Figura 11) realmente sugere que os 

grupamentos exocíclicos estão mais próximos da posição equatorial na conformação 

de bote-torcido do que nas conformações de cadeira, justificando o perfil 

conformacional identificado em solução para este resíduo. 

É importante destacar que os atributos moleculares necessários para as 

propriedades anticoagulantes de polissacarídeos, mediadas pela AT, ainda não 

estão completamente elucidadas. Por exemplo, as galactanas e fucanas, compostos 

baseados em unidades repetitivas (1�3) ligadas (Figura 12), apresentam unidades 

sacarídicas não relacionadas à composição da heparina (Figura 4). Contudo, ainda 

assim apresentam significativas propriedades anticoagulantes envolvendo serpinas 

plasmáticas (Pereira et al., 2002).  

 
Figura 12: Representação de hexassacarídeos de galactana (2) e fucana (3) (Pereira 

et al., 2002). 
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1.6 Desenvolvimento de inibidores sintéticos de fator Xa 

Um dos aspectos que mais dificultam o estudo molecular da heparina é 

justamente o fato de que sua obtenção se dá a partir de tecidos animais, originando 

uma preparação heterogênea composta por polissacarídeos de 5 a 30 kDa (Hirsh et 

al., 1998). Desta forma, um dos primeiros passos no sentido de se esclarecer a 

relação entre a estrutura química da heparina e suas propriedades fisiológicas foi a 

síntese química de um pentassacarídeo de heparina (5) (Petitou et al., 1986 e 

Tabela 3), proposto como a seqüência mínima capaz de se ligar à AT e, como 

conseqüência, apresentar propriedades anticoagulantes, marcadamente a inibição 

de fator Xa (Choay et al., 1981a). Esta molécula difere da estrutura padrão da 

heparina (1) somente pela adição de um grupo sulfato na posição 3 do resíduo F de 

glicosamina (código de letras proposto por Choay et al., 1981b) (Figura 13).  

A partir de sua síntese, o composto (5) foi submetido a uma série de 

modificações sintéticas de forma a explorar o papel de diferentes grupamentos 

químicos na sua atividade anticoagulante (Figura 13). A primeira destas 

modificações correspondeu à troca da hidroxila anomérica (posição 1 da 

glicosamina, resíduo H) por uma metoxila, gerando o composto (6). Esta modificação 

permitiu a duplicação do rendimento da reação, protegendo a molécula de reações 

intramoleculares com grupos amino observadas previamente na última etapa da 

síntese de (5) (Petitou et al., 1987). A avaliação da sua atividade antifator Xa in vitro, 

assim como de sua atividade antitrombótica em modelos animais, permitiu observar 

que esta modificação não alterou o perfil de atividade deste composto (van Boeckel 

et al., 1988 e Tabela 3). 
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Figura 13: Esquema apresentando as etapas do planejamento do pentassacarídeo 

sintético (4). As setas em azul, marrom e vermelho destacam as principais 

modificações realizadas sobre (5): metilação da hidroxila anomérica, adição de 

grupo sulfato e substituição da sulfonamida por sulfato. 
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Tabela 3: Atividade anticoagulantea de derivados sintéticos da heparina (4-8) 

 

Composto Atividade (U/mg) 

4b 1323 

5c 590 

6c 740 

7c 1270 

8d 1300 
a Atividade amidolítica em plasma utilizando o substrato 

cromogênico S2222 (Teien et al., 1976); 
b Dados obtidos de Basten et al., 1992b; 
c Dados obtidos de van Boeckel et al., 1988; 
d Dados obtidos de Petitou et al., 1991. 

 

As etapas seguintes de modificações estruturais, baseadas em (6), 

localizaram-se na glicosamina H. A reação de síntese de (5) descrita (Petitou et al., 

1986) utilizava grupos protetores distintos para inserir, nas posições adequadas, 

grupos sulfato e sulfonamida. Este acréscimo de complexidade não é desejável no 

contexto do desenvolvimento de um protótipo de fármaco, onde grandes 

quantidades da molécula em estudo serão necessárias. Sendo assim, os autores 

decidiram pela substituição do resíduo glicosamina N-sulfato-6-O-sulfato (posição H) 

pelo resíduo glicose 2,3,6-tri-O-sulfato (Petitou et al., 1991), baseando-se nas 

seguintes premissas: 

a) Trabalhos prévios indicaram altas densidades de carga negativa nesta 

região da molécula serial requeridas para a atividade biológica (Petitou 

et al., 1988); 

b) A síntese do resíduo sulfatado na posição 3 seria em princípio mais 

simples do que a síntese do resíduo não sulfatado nesta posição; 

c) O composto (7) já havia sido descrito por outro grupo (van Boeckel et al., 

1988), demonstrando potente atividade antifator Xa. 

 

Como resultado o composto (7), tri-sulfatado no resíduo H, apresentou um 

aumento expressivo na sua atividade inibidora de fator Xa (van Boeckel et al., 1988 
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e Tabela 3), corroborando a hipótese de que o aumento na densidade de carga 

negativa nesta região da molécula contribuiria para a atividade biológica destes 

derivados sintéticos (Petitou et al., 1988). Da mesma forma, a substituição do grupo 

sulfonamida pelo grupo sulfato não acarretou mudanças na atividade (Petitou et al., 

1991 e Tabela 3), sugerindo que ambos os grupos podem ser intercambiáveis na 

estrutura de heparinóides sintéticos sem prejuízo para as propriedades 

anticoagulantes dos compostos (i.e. bioisosterismo). Ao mesmo tempo, as 

modificações sintéticas realizadas nos compostos (7-8) induziram um deslocamento 

no equilíbrio conformacional do resíduo IdoA. Trabalhos anteriores demonstraram a 

preferência conformacional do resíduo IdoA pela conformação 2SO em mono- e 

oligossacarídeos de heparina (Ferro et al., 1986), indicando que 94% dos resíduos 

em solução estariam na forma de bote-torcido (2SO), enquanto a forma de cadeira 

estaria presente nos 6% restantes. Enquanto 60% do IdoA está na forma 2SO no 

composto (6), nos compostos (7-8) esta população é deslocada para perto de 100% 

(van Boeckel et al., 1988), sugerindo que as mudanças realizadas de (5) a (8) não 

modificaram as propriedades conformacionais e biológicas dos ligantes (Tabela 3). 

Há época destes estudos já se postulava que a conformação de bote-torcido 

seria importante para as propriedades anticoagulantes da heparina, como um 

requerimento estrutural necessário à complementaridade com seu receptor-alvo, a 

AT. Em conseqüência, seria também uma propriedade desejada nos derivados 

sintéticos da heparina de forma a melhor reproduzir as propriedades farmacológicas 

deste anticoagulante de origem animal. Contudo, a confirmação cristalográfica de 

que esta conformação estaria de fato presente no complexo com a AT somente 

surgiu 10 anos mais tarde (Jin et al., 1997).  

Baseando-se nos resultados positivos obtidos com a síntese de (6) e (8), as 

etapas finais do desenvolvimento do composto (4) envolveram a substituição 

progressiva dos grupos hidroxila por grupos metoxila e dos grupos sulfonamida por 

grupos sulfato, descrita em uma série de 3 trabalhos (Jaurand et al., 1992, Basten et 

al., 1992a; Basten et al., 1992b). A molécula final (4) apresenta potente atividade 

anticoagulante (Tabela 3) Kd = 48±11nM (Herbert et al., 1998), mantém a presença 

da conformação 2SO como mais populosa para o IdoA e sugere que os grupos 

hidroxila da heparina não estão envolvidos em interações importantes com a 

proteína-alvo. Ao contrário, a forma do esqueleto sacarídico teria o papel de 

posicionar os grupos sulfato e carboxilato em posições que permitissem interações 
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otimizadas com a proteína-alvo (Basten et al., 1992b). Curiosamente, em outros 

polissacarídeos anticoagulantes, e.g. galactana e fucana (Figura 12), a presença de 

grupos hidroxila é fundamental para a atividade anticoagulante mediada pela AT 

(Pereira et al., 2002).  

O desenvolvimento clínico do pentassacarídeo sintético (4), denominado 

fondaparinux (ArixtraTM), foi gerenciado pela empresa Sanofi-Synthélabo, tendo sido 

aprovado para comercialização nos EUA pelo FDA (Food and Drug Administration) 

em 2002 (Cheng, 2002). Contudo, embora este fármaco represente um significativo 

avanço em relação a alguns aspectos do tratamento convencional de 

hipercoagulopatias, algumas lacunas importantes permanecem em aberto no 

tratamento utilizando o fondaparinux (Walenga et al., 2003), o que reforça a 

necessidade do desenvolvimento de novos agentes anticoagulantes, mais eficientes 

e com menos efeitos colaterais: 

a) Vantagens: 

� Origem sintética; 

� Sem partículas virais ou outros contaminantes animais; 

� Estrutura molecular definida, pura e homogênea; 

� Meia-vida relativamente elevada; 

� Alta biodisponibilidade; 

� Relação dose-efeito previsível; 

� Não interage com PF4; 

� Não apresenta relação-cruzada com o anticorpo anti-heparina; 

� Até o momento não demonstrou capacidade de induzir 

trombocitopenia. 

b) Desvantagens: 

� Risco de hemorragias maior que o predito em modelos animais; 

� Interações farmacológicas; 

� Acúmulo do fármaco em pacientes com disfunção renal; 

� Meia-vida elevada; 

� Ausência de inibição de trombina; 

� Preço; 

� Sem antídoto contra hemorragia; 

� Ausência de indução da liberação de TFPI; 
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� Ensaios tradicionais para monitoramento da heparina não podem ser 

utilizados 

 

Neste contexto, o desenvolvimento de compostos não-poliméricos e não-

sacarídicos, capazes de potencializar a ação inibitória da AT sobre fator Xa (Figura 

14, Gunnarsson & Desai, 2002) ilustra a potencialidade no desenvolvimento de 

novos agentes anticoagulantes, não-relacionados estruturalmente a heparina, mas 

capazes de produzir seus efeitos na hemostasia.  

 
Figura 14: Estrutura dos oligossacarídeos ativadores de AT, (5) e (9), e do composto 

não sacarídico (10). Os grupos marcados com elipses verdes no composto (9) 

representam os farmacóforos (i.e. grupos mais importantes para a interação 

fármaco-receptor) utilizados para o planejamento de (10) (Gunnarsson & Desai, 

2002). 

1.7 A dinâmica molecular (DM) como ferramenta computacional para o 

estudo das propriedades de biomoléculas 

O uso de simulações de dinâmica molecular (DM) para descrever sistemas 

protéicos iniciou-se há aproximadamente 25 anos, estando hoje amplamente 

difundido como uma ferramenta para investigar a estrutura e dinâmica de 

biomoléculas (macro ou micromoléculas), desde estudos de ligação de compostos 
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às suas proteínas-alvo e mecanismos de reação até a desnaturação e o re-

enovelamento (re-folding) de proteínas (Ponder & Case, 2003). 

A DM caracteriza-se pela integração da equação do movimento de Newton (1), 

sendo d2ri(t)/dt2 a aceleração, mi a massa e Fi a força sobre o átomo i (Leach, 2001). 

Esta integração será realizada sobre todos os átomos do sistema, de forma que a 

força Fi acarretará numa aceleração sobre o átomo i e, em conseqüência, na 

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

ii
i Fm

dt
trd ⋅= −1

2

2 )(

                                                 (1) 

Desta forma, se uma sucessão de intervalos ∆t for avaliada em sucessão, ter-

se-á como resultado de um cálculo de dinâmica molecular uma sucessão de 

coordenadas tridimensionais para um dado conjunto de átomos, as quais podem 

representar tanto a difusão de gases quanto as mudanças na conformação de 

biomoléculas em solução aquosa. Estes intervalos de tempo ∆t são denominados 

tempo de integração, e geralmente correspondem a pequenos passos que podem 

variar de 1 a 10 fs (Leach, 2001). O papel do tempo de integração pode ser ilustrado 

na Figura 15, onde três simulações de um mesmo sistema são representadas, 

modificando-se somente o tempo de integração (∆t). Valores de ∆t muito pequenos 

(Figura 15A) produzem uma reduzida descrição conformacional do sistema, 

enquanto que valores muito grandes para ∆t produzem instabilidades na simulação 

(Figura 15B). Valores intermediários, geralmente de 2fs, permitem uma descrição 

eficiente do sistema em estudo (Figura 15C). 
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Figura 15: Representação do efeito de diferentes tempos de integração nas 

simulações de dinâmica molecular. A) pequena descrição das propriedades do 

sistema em função de tempo de integração muito reduzido; B) instabilidades na 

simulação como fruto de tempos de integração muito elevados; C) descrição 

adequada e estável das propriedades moleculares de interesse a partir de valores 

corretos para o tempo de integração. Adaptado de Leach, 2001. 

 

A partir da equação 1, contudo, não é possível a determinação da intensidade 

e direção da força Fi sobre os átomos do sistema e da sua dependência nas 

características químicas de cada molécula em estudo. Desta forma, a solução da 

equação 2 faz parte do cálculo de dinâmica molecular, representando a força Fi 

como uma função da energia potencial do sistema V e das coordenadas atômicas ri  

(Leach, 2001). Esta superfície de energia potencial representa a energia de cada 

molécula, sendo descrita pelo denominado Campo de Força.  

i

ni
i r

rrV
F

∂
∂−= ),...(

                                                (2) 

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

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



 

 

32 

Estas funções (Figura 16) definem as energias de estiramento de ligação e de 

distorção de ângulo de ligação (tanto de valência quanto de diedro) de uma 

molécula, quando comparadas com a sua conformação não tencionada (aquela 

caracterizada pelos valores-padrão de comprimentos e de ângulos de ligação). 

Alguns campos de força podem conter termos de interação entre átomos não 

ligados, de efeitos eletrostáticos, de ligação de hidrogênio e de outros efeitos 

estruturais. 

 

 
Figura 16: Funções de energia que compõe campos de força. De cima para baixo 

estão representadas as equações que descrevem o estiramento de ligações 

químicas, ângulos de ligação e interações intermoleculares (van der Waals e 

eletrostáticas/Coulômbicas).  

 

Diversos campos de força estão disponíveis, alguns implementados em 

programas homônimos, para simulações de DM envolvendo, principalmente, 

proteínas. Dentre estes alguns dos principais incluem: CVFF (Kitson & Hagler, 

1988), DISCOVER (Maple et al., 1998), ENCAD (Dagget & Levitt, 1993 e Levitt et al., 

1995), GROMOS87 (van Gunsteren & Berendsen, 1987), GROMOS96 (Scott et al., 

1999), MM3 (Lii et al., 1991), MM4 (Langley & Allinger, 2002), MMFF (Halgren, 

1996a,b,c,d,e), TRIPOS (Clark et al., 1989), OPLS (Jorgensen & Swenson, 1985), 

CHARMM (Brooks et al., 1983) e Amber ff94 (Cornell et al.¸1995). O campo de força 
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GROMACS, incluído no pacote homônimo, é derivado diretamente do GROMOS87 

(van der Spoel et al., 2002). Vários destes campos de força apresentam diversas 

variações e/ou modificações, tendo sido apresentadas somente as referências 

principais de cada um. Uma revisão recente abordando em detalhes alguns destes 

campos de força pode ser encontrada em Ponder e Case, 2003. 

Os dados podem ser obtidos de uma simulação de DM usualmente são 

apresentados através da média da trajetória, que por sua vez precisa ser longa o 

suficiente para produzir uma amostragem representativa do estado do sistema 

molecular em estudo (van Gunsteren & Berendsen, 1990). As propriedades deste 

sistema molecular são definidas, portanto, como médias desta amostragem no 

espaço conformacional simulado. 

A confiabilidade das predições em dinâmica molecular depende, basicamente, 

de dois fatores: acurácia do campo de força utilizado e busca do espaço 

conformacional realizada durante a simulação suficientemente ampla para descrever 

as conformações do sistema (van Gunsteren & Mark, 1998). De modo geral, o teste 

final do modelo teórico produzido reside na sua comparação com propriedades 

experimentais traduzindo, por exemplo, a afinidade receptor-ligante (van Gunsteren 

& Berendsen, 1990). Em outras palavras, a acurácia do método é julgada a partir da 

observação ou constatação, nas simulações realizadas, de quão precisas são 

reproduzidas quantidades conhecidas (Karplus & Petsko, 1990). 

O uso de campos de força de mecânica molecular para descrever a estrutura 

tridimensional de carboidratos apresenta uma série de dificuldades em função, 

principalmente, da ausência de parâmetros para esta classe de substâncias. A 

presença de diversos grupos altamente polares, flexibilidade e as diferenças nas 

propriedades eletrônicas que podem ocorrer durante modificações conformacionais 

e configuracionais, tais como efeitos anomérico, exo-anomérico e gauche dificultam 

a parametrização de campos de força para estes compostos, tornando-os difíceis de 

modelar (Pérez et al., 1998).  

A partir dos dados apresentados na Tabela 2 e na Figura 10 pode-se identificar 

parte da multiplicidade de conformações de anéis de 6 membros, além da 

semelhança estrutural entre as mesmas. Em função desta variabilidade 

conformacional, a determinação de cada uma das conformações adotadas por 

carboidratos é tarefa bastante complexa e influenciada pela metodologia de estudo 

escolhida, e.g. constantes de acoplamento ou deslocamentos químicos (Tvaroska et 



 

 

34 

al., 1989) oriundos de experimentos de RMN ou estudos de mecânica molecular 

(Mikhailov et al., 1997). O uso de dados de RMN normalmente apresenta problemas 

associados à baixa precisão (Mikhailov et al., 1997), usualmente limitada entre 2 e 3 

Å para a determinação de estruturas 3D (Markley et al., 2003), enquanto que 

diversas das conformações observadas na Figura 10 apresentam diferenças 

menores que 1 Å (ver adiante). Em contrapartida, o uso de ferramentas de 

modelagem molecular para a obtenção de geometrias, obtidas através de cálculos 

de energia por mecânica molecular, deve ser analisado cuidadosamente. Estas 

energias dependem da parametrização do campo de força, que pode não apresentar 

funções adequadas para a descrição das conformações em estudo e, em 

conseqüência, produzirá conformações incorretas (Mikhailov et al., 1997). Métodos 

híbridos, como cálculos de minimização de energia utilizando restrições de 

distâncias intramoleculares/conformacionais obtidas a partir de experimentos de 

RMN, também não estão livre de problemas, tendo sido reportado que este tipo de 

abordagem pode resultar em “confôrmeros virtuais” (Cumming & Carver, 1987), 

conformações moleculares que não estão no mínimo global de energia. 

Particularmente no contexto da simulação de heparinas, podem ser 

exemplificadas as propriedades conformacionais do resíduo de ácido idurônico, o 

qual apresenta interconversão espontânea da conformação 1C4 (cadeira) do anel de 

6 membros para a conformação 2SO (skew-boat, Ferro et al., 1986), de forma que a 

maior simulação realizada de compostos heparinóides até o momento corresponde a 

600ps de um hexassacarídeo em aproximadamente 600 moléculas de água 

(Mikhailov et al., 1997). 
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2 Objetivos 

Desta forma, o presente trabalho se insere no contexto do estudo das razões 

moleculares para os diferentes comportamentos das HBPMs frente aos complexos 

AT-fIIa e AT-fXa. Tendo-se em vista a carência de informações estruturais e 

dinâmicas acerca da interação entre glicosaminoglicanos com proteínas da cascata 

de coagulação, o objetivo da presente tese é o estudo do reconhecimento molecular 

da heparina pela AT através de simulações de dinâmica molecular. A partir desta 

orientação geral, as seguintes metas foram estabelecidas, baseadas principalmente 

em simulações de DM em solução aquosa: 

� Viabilizar a descrição computacional das propriedades conformacionais 

da heparina; 

� Análise do comportamento conformacional da AT; 

� Análise do comportamento conformacional do complexo AT-heparina; 

� Identificação e quantificação das interações-chave no complexo AT-

heparina; 

� Análise, em nível atômico, do processo de ativação da AT pela heparina.  

 

A execução das metas estabelecidas reforçará o uso da DM como ferramenta 

ágil no estudo de polissacarídeos, seja em solução seja complexados à suas 

proteínas-alvo, e para o detalhamento do mecanismo de ação da heparina e seus 

derivados em nível molecular. Auxiliará, portanto, na identificação dos requisitos 

conformacionais e estruturais mínimos, necessários a novos compostos bioativos, 

candidatos a agentes anticoagulantes e antitrombóticos.  
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3 Metodologia 

3.1 Programas utilizados 

Diversas metodologias de modelagem molecular foram utilizadas no presente 

trabalho, incluindo MM, DM, modelagem por homologia, métodos semi-empíricos e 

métodos ab initio. Os protocolos referentes a cada um destes métodos estão 

descritos em detalhes adiante. 

Os programas utilizados no presente trabalho incluem: 

� Ferramentas de visualização de moléculas: VMD (Humphrey et al., 

1996), MolMol (Koradi et al., 1996) e Molden (Schaftenaar, 1997); 

� Programas para cálculo semi-empírico: MOPAC 6.00 (Stewart, 1990) e 

BioMedCAChe 5.0 (Fujitsu, 2001); 

� Programa para cálculo ab initio: GAMESS (Schmidt et al., 1993); 

� Programa para simulações de dinâmica molecular: GROMACS 

(Berendsen et al., 1995; van der Spoel et al., 2002); 

� Programa para geração de topologias: PRODRG (van Aalten et al., 

1996); 

� Programa para manipulação e mutação das seqüências polipeptídicas: 

Swiss-PDB Viewer (Guex & Peitsch, 1997) 

� Programa para análise de interações intermoleculares: LIGPLOT 

(Wallace et al., 1995); 

� Programas para análise de estrutura secundária DSSP (Kabsch & 

Sander, 1983) e PROCHECK (Laskowski et al., 1993).  

3.2 Cálculos utilizando métodos semi-empíricos 

A estratégia geral de minimização de energia utilizando métodos semi-

empíricos foi descrita previamente (Peçanha et al., 2002). Os cálculos utilizaram os 

métodos semi-empíricos AM1 e PM5 (uma evolução do método PM3), tanto na fase 

gasosa quanto em modelos implícitos de solvente. Cada geometria foi submetida à 

minimização de energia até que a norma do gradiente fosse igual ou inferior a 0,001. 

Em seguida estas conformações foram submetidas à análise da matriz Hessiana de 

forma a caracterizá-las como mínimos de energia verdadeiros da superfície de 

energia potencial molecular.  
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Utilizamos como modelo de solvente implícito o método COSMO (conductor-

like screening model). Este método representa o solvente através de sua constante 

dielétrica, definindo um meio dielétrico ao redor da molécula em estudo distinto do 

vácuo (que, por definição, apresenta constante dielétrica ε=1). Assim sendo, a 

permissividade relativa do metanol foi utilizada, e o modelo incorporou 30 segmentos 

por átomo, ajustando os parâmetros NPPA e NSPA para, respectivamente, 1082 e 

42.  

3.3 Cálculos utilizando métodos ab initio 

O uso de métodos semi-empíricos para descrever as propriedades eletrônicas 

de compostos contendo grupamentos hipervalentes (e.g. sulfato e fosfato) é 

desaconselhável pela participação, em tais grupos, do orbital d (hibridização sp3d2). 

Isto se justifica pela ausência de parâmetros para descrever as propriedades 

associadas a tais orbitais por parte dos métodos semi-empíricos convencionais 

(Clare e Supuran, 1998). Considerando-se que a heparina é um glicosaminoglicano 

polissulfatado, tornou-se necessário o uso de métodos complementares capazes de 

descrever as propriedades de tais compostos. Desta forma, os métodos ab initio 

foram escolhidos. 

Tendo-se em vista o elevado custo computacional associado aos métodos ab 

initio, houve a necessidade de reduzir a estrutura da heparina a suas unidades 

formadoras, i.e. ácido idurônico (IdoA), ácido glicurônico (GlcA) e glicosamina (GlcN) 

(Figura 17). Cada um destes resíduos foi então construído utilizando o programa 

Molden (Schaftenaar, 1997), em suas formas carregadas, e posteriormente 

submetidos à minimização de energia utilizando a base 3-21G do programa 

GAMESS (Schmidt et al., 1993). As conformações de mínimo de energia obtidas 

foram então utilizadas para cálculos single point na base 6-31G**, de forma a gerar 

cargas atômicas pelas abordagens de Mulliken e Löwdin. A ligação glicosídica foi 

estudada através da simulação de um dissacarídeo não sulfatado, tendo-se em vista 

que o número de elétrons associado ao grupo sulfato acrescenta considerável custo 

computacional aos cálculos ab initio e, ao mesmo tempo, tem pouca influência nas 

propriedades eletrônicas da ligação glicosídica.  
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Ácido Idurônico Ácido Glicurônico Glicosamina 

Figura 17: Estrutura do ácido idurônico, ácido glicurônico e glicosamina, unidades 

sacarídicas que compõe a heparina. 

3.4 Simulações de DM 

3.4.1 Protocolo de simulação 

O protocolo geral de simulação foi previamente descrito (de Groot & 

Grubmüller, 2001). Todas as simulações foram realizadas à temperatura ambiente 

(298K), terão duração variável de acordo com o sistema em estudo (de 2,0 a 8,0 ns). 

Cada molécula (proteína ou polissacarídeo) foi solvatada numa caixa retangular 

utilizando condições periódicas de contorno e os modelos de água SPC (Berendsen 

et al., 1981) e SPC/E (Berendsen et al., 1987). Contra-íons (cloreto ou sódio) foram 

adicionados de forma a neutralizar as cargas dos sistemas.  

Cada conjunto de soluto (proteína, polissacarídeo ou ambos, complexados) + 

água + íons foi então submetido à minimização de energia por aproximadamente 

10.000 passos utilizando o algoritmo Steepest Descents. A estrutura minimizada 

obtida foi então utilizada como ponto de partida para simulações de DM. Os métodos 

Lincs e Settle (Hess et al., 1997; Miyamoto et al., 1992) foram aplicados na restrição 

de ligações covalentes de forma a permitir um passo de integração de 2fs, enquanto 

as interações eletrostáticas foram calculadas utilizando o método Particle-Mesh 

Ewald (PME, Darden et al., 1993)3,4. A temperatura e a pressão do sistema foram 

mantidas constantes através do acoplamento da proteína, carboidrato, íons e 

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

acoplamento de, respectivamente, τ = 0,1 ps e τ = 0,5 ps (Berendsen et al., 1984). A 

constante dielétrica do meio foi tratada como ε = 1.  

                                                           
3 Métodos alternativos para o cálculo das interações não-ligadas, tais como o Reaction Field (Campo de reação), 
foram também testados. Contudo, foi identificada uma elevada sensibilidade deste método às propriedades 
eletrostáticas do sistema: a presença de número elevado de cargas induzia o aparecimento de artefatos e 
instabilidades nas simulações realizadas. Tendo em vista que a heparina é um polissacarídeo polissulfatado, 
mantivemos o método PME em todas as simulações realizadas. 
4 rlist = rcoulomb = rvdw = 0,9 Å 
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 A primeira etapa de uma simulação de dinâmica molecular envolve o 

aquecimento gradativo do sistema, sendo por isso denominada termalização. Esta 

etapa tem por objetivo uniformizar as energias contidas na estrutura cristalográfica e, 

desta forma, evitar deformação na proteína. Cada sistema foi então aquecido 

lentamente de 50K a 310K, em passos durando 5ps. Cada passo aumenta a 

temperatura em 50K, totalizando 6 passos em 30ps (Figura 18). Após a termalização 

do sistema, a simulação prossegue na temperatura de equilíbrio desejada, i.e. 310K, 

pelo tempo estipulado (de 2,0ns a 8,0ns). 

 
Figura 18: Esquema das etapas que compõe as simulações de DM a 310K. De 0ps 

a 30ps, uma série de etapas, de 5ps cada, aquece lentamente o sistema em 

incrementos de 50K. Após 30ps, o sistema está a 310K e se mantém nesta 

temperatura pelo resto da simulação.  

3.4.2 Construção de topologias 

O campo de força GROMACS apresenta um conjunto de parâmetros 

aplicáveis a um pequeno número de moléculas e estruturas químicas, 

principalmente aminoácidos, íons, água e alguns lipídeos. Com relação a açúcares, 

estão incluídos parâmetros somente para poucos monossacarídeos simples, tais 

como glicose e galactose. De fato, a parametrização de campos de força de 

mecânica molecular para simulações carboidrato e, principalmente, de 

polissacarídeos e um desafio em grande parte ainda não superado (Pérez et al., 

1998). Desta forma, no sentido de viabilizar a simulação da heparina e compostos 

similares foi utilizada uma ferramenta de construção de topologias denominada 

PRODRG (van Aalten et al., 1996). A topologia é um arquivo contendo todos os 

parâmetros que descrevem as propriedades atômicas de uma determinada estrutura 

química, complementando os parâmetros já inclusos no programa em uso, i.e. 
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descrição da força e tipo de cada ligação química, ângulo e diedro, assim como os 

parâmetros de van der Waals e cargas atômicas.  

O PRODRG é um servidor que funciona na World Wide Web5, exigindo 

somente o arquivo PDB com a estrutura da molécula de interesse. Gera como saída, 

dentre outros arquivos, um arquivo com a estrutura do composto no formato 

GROMACS, assim como o arquivo denominado de topologia, incluindo os 

parâmetros moleculares não-inclusos no campo de força supracitados. 

 Infelizmente, esta ferramenta on-line gera somente um conjunto de 

parâmetros iniciais, que necessitam de alguns refinamentos. Um dos refinamentos 

realizados refere-se à correção do comprimento da ligação S-N presente no resíduo 

GlcN para o valor descrito previamente por RMN (Mulloy et al., 1993). Outros 

refinamentos utilizados incluem o cálculo das cargas atômicas (descrito no item 3.3) 

e o controle da conformação apresentada pelo resíduo IdoA (descrito no item 3.4.3).  

3.4.3 Uso de diedros impróprios para fixar as conformações do resíduo IdoA 

Como descrito anteriormente (Figura 11), o resíduo IdoA apresenta um 

incomum comportamento conformacional em solução, alternando entre as 

conformações 2S0 (bote torcido), 1C4 (cadeira) e 4C1 (cadeira). Considerando-se que 

a descrição e tal equilíbrio através de campos de força de mecânica molecular é 

extremamente difícil, além de uma escala de tempo muitas vezes superior às 

possibilitadas pelos computadores disponíveis atualmente, ao invés de tentar 

descrever o equilíbrio de tais conformações em solução decidimos por uma 

abordagem alternativa, na qual cada conformação poderia ser descrita 

independentemente, de forma rígida. Assim, cada estágio deste equilíbrio seria 

observado individualmente.  

Para tal foi utilizado o artifício denominado diedro impróprio. Ao contrário do 

diedro próprio, no qual 4 átomos estão conectados em uma seqüência linear 

permitindo a rotação ao redor de um eixo, no diedro impróprio os átomos estão 

conectados de forma a impedir que átomos modifiquem sua orientação no espaço, 

i.e. grupos planares se mantenham planares e centros quirais não invertam sua 

quiralidade (Figura 19) (van der Spoel et al.¸ 2001). 

                                                           
5 http://davapc1.bioch.dundee.ac.uk/ programs/prodrg/prodrg.htm 
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Figura 19: Esquema demonstrando a definição dos diedros próprios e impróprios. 

Embora a ordem dos átomos (numeração) possa ser a mesma, sua localização 

relativa no espaço não o é, ou seja, nos diedros próprios os 4 átomos estão 

conectados em série, um após o outro, o que não ocorre no diedro impróprio.  

 

Desta forma, os estados conformacionais do resíduo IdoA (2SO e 1C4) foram 

definidos pela adição de diedros impróprios nos respectivos arquivos de topologia de 

cada confôrmero. Isto foi feito de forma que através da mudança do ângulo de 

diedro no arquivo de topologia fosse possível alterar a conformação do ácido 

idurônico (Tabela 4), permitindo um controle bastante ágil das características deste 

sacarídeo. 

 

Tabela 4: Definição dos diedros impróprios utilizados para definir a conformação do 

resíduo IdoA. 

 

Ângulos (em graus) Seqüência de átomos 

definindo o diedro 2S0 1C4 

5 – 2 – 4 – 1 30,5 2,0 

5 – 2 – 3 – 1 45,0 -23,0 

5 – 2 – 3 – 6 30,5 2,0 
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3.4.4 Validação das simulações de DM 

A validação dos resultados obtidos das simulações de DM foi realizada 

através da comparação com resultados experimentais prévios, e.g. estrutura 

cristalográfica, estrutura de RMN, dados de mutagênese e fluorescência, assim 

como da observação da estabilidade dos sistemas estudados, seja pela manutenção 

da estrutura secundária, energia, densidade e volume. 
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4 Resultados 

4.1 Preâmbulo 

Os resultados obtidos serão apresentados a seguir na forma dos trabalhos 

publicados durante a realização da presente Tese. Estes trabalhos estão citados 

abaixo, assim como uma breve descrição sobre cada um.  

 

� Carmen L. Cardoso, Dulce Helena S. Silva, Daniela M. Tomazela, Hugo 

Verli, Maria Claudia M. Young, Maysa Furlan, Marcos N. Eberlin, Vanderlan 

da Silva Bolzani: Turbinatine, a Potential Key Intermediate in the 

Biosynthesis of Corynanthean-Type Indole Alkaloids. J. Nat. Prod., 2003, 

66; 1017-1021. 

Este trabalho apresenta a aplicação de ferramentas de modelagem molecular 

no estudo conformacional da turbinatina, um alcalóide indólico isolado a partir de 

folhas da Chimarris turbinata. 

 

� Hugo Verli, Jorge A. Guimarães: Molecular dynamics simulation of a 

decasaccharide fragment of heparin in aqueous solution. Carbohydr. Res., 

2004, 339; 281-290. 
Este trabalho apresenta a descrição do perfil conformacional de um 

decassacarídeo de heparina utilizando simulações de DM, aplicando-se um campo 

de força não-parametrizado para carboidratos (GROMACS).  
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Por fim, este trabalho apresenta o estudo por DM do complexo formado pela 

AT e pelo pentassacarídeo sintético, utilizado como modelo para estudo da 

heparina.  

A seguir, serão apresentados um resumo e a íntegra de cada manuscrito. 
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4.2 Trabalho I 

Este trabalho descreve o isolamento e caracterização de um novo glico-

alcalóide indólico monoterpênico, a turbinatina, a partir de folhas da Chimarris 

turbinata, árvore encontrada na América Central, ilhas do Caribe e floresta 

Amazônica. Através de análises de RMN 1D e 2D, a estrutura da turbinatina pôde 

ser inequivocamente identificada. Contudo, foram observadas constantes de 

acoplamento anômalas entre os átomos de hidrogênio nas posições 20 e 21, 

sugerindo que regiões da molécula estavam submetidas a condições de 

impedimento estérico e torção conformacional. Neste contexto, foram realizados 

estudos de modelagem molecular da turbinatina de forma a elucidar as razões 

moleculares para tal comportamento. 

Os resultados obtidos com os métodos semi-empíricos AM1 e PM5 permitiram 

a identificação de uma conformação de mínimo de energia, aproximadamente 5 

kcal/mol mais estável que as demais conformações identificadas para a turbinatina. 

Esta conformação apresenta uma torção em sua estrutura, a qual está de acordo 

com as elevadas constantes de acoplamento entre H-20 e H21. Tais resultados 

demonstram a capacidade da modelagem molecular em reproduzir, explicar e prever 

propriedades moleculares determinadas por métodos experimentais clássicos, tais 

como a ressonância magnética nuclear. 

 

Turbinatine, a Potential Key Intermediate in the Biosynthesis of 

Corynanthean-Type Indole Alkaloids 

 

Carmen L. Cardoso, Dulce Helena S. Silva, Daniela M. Tomazela, Hugo Verli, 

Maria Claudia M. Young, Maysa Furlan, Marcos N. Eberlin, Vanderlan da Silva 

Bolzani 

 

Journal of Natural Products, 2003, 66; 1017-1021 
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4.3 Trabalho II 

O uso de métodos de modelagem molecular para o estudo de 

glicosaminoglicanos sulfatados, tais como a heparina, apresenta um elevado nível 

de complexidade e dificuldade, tendo-se em vista propriedades como a elevada 

polaridade, flexibilidade e mudanças conformacionais/configuracionais, intrínsecas a 

esta classe de biomoléculas. Como conseqüência direta de tais características, não 

existem até o presente momento campos de força de mecânica molecular 

parametrizados especificamente para polissacarídeos, assim como são raras as 

simulações de DM para tais compostos face aos trabalhos com proteínas. 

Neste contexto, o presente trabalho apresenta a primeira simulação de 

dinâmica molecular da heparina na escala de nanosegundo. Para tal, foi necessária 

a parametrização do campo de força GROMACS com cargas atômicas de ab initio 

(HF 6-31G**). Este campo de força, baseado no GROMOS87, apresenta parâmetros 

somente para monossacarídeos simples, como glicose e galactose. Mesmo assim, o 

protocolo proposto permitiu descrição adequada da conformação da heparina em 

solução, tomando como referência uma estrutura deste composto previamente 

determinada por RMN. Ao mesmo tempo, o procedimento apresentado permite o 

controle da conformação do resíduo IdoA, possibilitando a observação dos efeitos 

associados à sua torção, tais como a mudança na geometria das ligações 

glicosídicas da heparina. Estas simulações, de reduzido custo computacional e de 

simples execução, baseado em ferramentas disponíveis gratuitamente, demonstram 

que a DM pode ser utilizada na determinação tanto da conformação de 

glicosaminoglicanos complexos, quanto dos aspectos moleculares da interação 

entre polissacarídeos e suas proteínas-alvo. 

 

Molecular dynamics simulation of a decasaccharide fragment of 

heparin in aqueous solution 

 

Hugo Verli, Jorge A. Guimarães 

 

Carbohydrate Research, 2004, 339; 281-290 
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4.4 Trabalho III 

O trabalho anterior baseou-se em cargas atômicas de ab initio utilizando o 

esquema da Löwdin para a parametrização de campos de força, abordagem esta 

ainda não descrita na literatura. Em contraposição, os esquemas de carga 

usualmente utilizados para este fim incluem Mulliken e cargas ajustadas ao potencial 

eletrostático (ESP).  

Assim sendo, cargas de Mulliken, Löwdin e cargas ESP foram obtidas por 

métodos ab initio (HF 6-31G**), e utilizadas na simulação da heparina. Os resultados 

obtidos demonstram que as cargas de Löwdin e de ESP produzem resultados 

similares e melhores que Mulliken na reprodução da estrutura e conformação da 

heparina. Löwdin, contudo, apresenta vantagens tais como o reduzido custo 

computacional e a pequena dependência da conformação molecular.  

Concomitantemente, o estudo de ab initio (HF 3-21G) do resíduo IdoA 

demonstrou que a conformação deste resíduo, 2SO, pode na verdade ser a 

conformação 5S1. Esta mudança conformacional, menor que 1 Å e portanto de difícil 

determinação experimental, implicou na correção em 30º da estrutura da heparina 

descrita por DM, além da modificação em ~200kJ/mol na interação da heparina com 

o meio circundante. Tal energia é significativa no contexto da interação ligante-

receptor (e.g. equivale aproximadamente a uma ponte salina), demonstrando a 

importância dos resultados obtidos para o desenho de novos agentes 

antitrombóticos e a importância da modelagem molecular no refinamento de dados 

experimentais. 

 

Molecular dynamics and atomic charges calculations  

in the study of heparin conformation  

in aqueous solution 

 

Camila F. Becker, Jorge A. Guimarães, Hugo Verli 

 

Carbohydrate Research, 2005, 340; 1499-1507 
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4.5 Trabalho IV 

Nos dois trabalhos anteriores foi possível demonstrar que a DM é capaz de 

reproduzir o comportamento conformacional da heparina em solução aquosa, 

próxima de condições fisiológicas. Desta forma, foram criadas as condições 

necessárias à simulação por DM do complexo heparina-AT, de forma a observar os 

detalhes dinâmicos deste reconhecimento molecular. 

Assim sendo, o presente trabalho descreve o complexo formado pela AT com o 

pentassacarídeo sintético, utilizando simulações de DM. Os resultados obtidos, em 

comparação com a simulação de cada molécula livre em solução, permitiram a 

observação de um mecanismo do tipo encaixe-induzido na formação do complexo.  

Simultaneamente, foi observada a exposição do resíduo P1 (Arg393) durante a 

DM, enquanto que a conformação cristalográfica apresenta este resíduo escondido 

do solvente. Estes resultados sugerem que a orientação cristalográfica é devida a 

efeitos de empacotamento, ao mesmo tempo em que explicam a especificidade do 

reconhecimento serpina-protease. 

O efeito da conformação do resíduo IdoA, 2SO ou 1C4, na interação com a AT 

foi também avaliado, sugerindo que este não é um requerimento necessário à 

interação com a AT. Estes dados demonstram a capacidade da DM assistir ao 

desenvolvimento de novos agentes antitrombóticos, baseados no mecanismo de 

ação da heparina, ao permitirem a caracterização e quantificação das interações e 

eventos-chave para formação do complexo ligante-AT. 

 

Insights into the induced fit mechanism in Antithrombin-heparin 

interaction using using molecular dynamics simulations 

 

Hugo Verli, Jorge A. Guimarães 

 

J. Mol. Graph. Mod., 2005, 24; 203-212 
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5 Discussão Geral 

5.1 Validação de simulações de DM 

A modelagem molecular vem sem mostrando através dos anos como uma 

importante ferramenta no estudo da interação entre ligantes e receptores. Exemplos 

de planejamento de fármacos utilizando técnicas de modelagem molecular, tais 

como no desenvolvimento dos inibidores de protease de HIV indinavir e nelfinavir, 

vêm comprovando o potencial destas metodologias no desenvolvimento de novas 

substâncias bioativas (Verli & Barreiro, 2005). A determinação de estruturas 3D de 

biomoléculas por RMN e o refinamento de estruturas cristalográficas obtidas por 

raios-X são, também, áreas que se beneficiam diretamente da modelagem 

molecular, particularmente de simulações de DM (Karplus & Petsko, 1990).  

Em geral, a validação de modelos obtidos por métodos de modelagem 

molecular reside, principalmente, na comparação dos resultados gerados a 

propriedades experimentais conhecidas (van Gunsteren & Berendsen, 1990). Neste 

contexto, a contínua aplicação da modelagem molecular na elucidação de 

propriedades moleculares conhecidas constitui-se num importante fator a 

acrescentar confiabilidade e visibilidade a tais métodos e, assim, em consolidar seu 

uso como método de previsão do comportamento de sistemas moleculares. 

O uso de métodos semi-empíricos no estudo da conformação da turbinatina 

contribuiu na elucidação de valores de constantes de acoplamento anormais e fortes 

efeitos NOE observados entre os átomos de hidrogênio nas posições 20 e 21, 

demonstrando que o confôrmero de mínimo de energia por tais métodos apresenta o 

anel D em conformação torcida. Tal torção, capaz de aproximar o diedro definido 

pelos átomos H-21-C-21-C-20-H-20 de um plano, claramente justifica os dados 

experimentais obtidos por RMN. A consistência de tal previsão é devida: 1) a 

reprodutibilidade dos dados obtidos utilizando diferentes métodos semi-empíricos, 

i.e. AM1 e PM5, 2) ao tamanho da diferença de energia entre as conformações, de 

até 5 kcal/mol, e 3) a consideração do solvente (metanol) no qual os espectros de 

RMN foram gerados. Em suma, tais resultados exemplificam a potencialidade do uso 

da modelagem molecular na elucidação das razões moleculares para propriedades 

experimentais previamente determinadas. Mais do que isto demonstram que, na 
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ausência do conhecimento prévio de tais propriedades, possibilitariam suas 

previsões. 

5.2 Parametrização de simulações de DM para carboidratos 

5.2.1 Parâmetros gerais para simulação da heparina 

A aplicação de métodos computacionais no desenvolvimento de novos agentes 

anticoagulantes, baseados na estrutura e/ou mecanismo de ação da heparina, 

esbarra na dificuldade destes métodos em descrever glicosaminoglicanos 

polissulfatados. Isto se deve ao fato de que a compreensão da estrutura 3D e das 

propriedades dinâmicas de oligossacarídeos constitui-se em um importante pré-

requisito para a compreensão das bases moleculares do reconhecimento destes 

compostos por suas proteínas-alvo (Imberty & Pérez, 2000).  

É importante considerar que os problemas associados à descrição da estrutura 

3D e conformação de polissacarídeos não se restringem somente à modelagem 

molecular. No contexto da heparina, as informações de sua estrutura se restringem 

até o momento a uma estrutura cristalográfica (Faham et al., 1996) e três estruturas 

obtidas por RMN (Mulloy et al., 1993, Mikhailov et al., 1996 e Mikhailov et al., 1997). 

Contudo, o uso de métodos de cristalografia e RMN, aplicados a carboidratos, 

geralmente resultam em um único modelo 3D, o qual é incapaz de representar 

adequadamente as propriedades dinâmicas de tais compostos. Desta forma, a 

modelagem molecular permite complementar as informações obtidas por estes 

métodos experimentais, descrevendo os carboidratos em seus ambientes naturais, 

solvatados, com contra-íons e/ou interagindo com suas proteínas-alvo.  

A simulação por DM de um fragmento da heparina foi previamente relatada 

(Mikhailov et al., 1997). Neste trabalho, um hexassacarídeo foi solvatado com ~600 

moléculas de água e simulado por 600ps. Segundo o protocolo de simulação 

utilizado, foram necessárias restrições no início da simulação, de forma a impedir a 

distorção do polissacarídeo. Tanto estas instabilidades quanto os resultados obtidos 

podem estar sendo influenciados pelo tamanho do sistema, muito reduzido. De fato, 

é sabido que o uso de poucas moléculas de solvente é capaz de induzir artefatos em 

simulações de DM (Leach, 2001). Estes aspectos nos levaram a tentar outra 

estratégia na simulação de DM da heparina, utilizando o pacote GROMACS. 
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A escolha do GROMACS, como ferramenta de simulação de DM, foi motivada 

por dois principais motivos: 1) este pacote possui uma implementação dos 

algoritmos de DM extremamente rápida, e 2) ser um programa gratuito, além de ser 

de fácil manipulação. É importante ter em mente que a velocidade do programa é 

um fator crucial, pois permite tanto o uso de computadores mais baratos, i.e. de 

menor capacidade, quanto à simulação de sistemas moleculares maiores, reduzindo 

duplamente o custo computacional. Isto será fundamental na simulação do complexo 

binário heparina-AT e, possivelmente, do complexo ternário protease-heparina-AT. 

Infelizmente, a escolha do pacote GROMACS criou um problema. Os campos 

de força incluídos neste programa não apresentam parâmetros para simulações de 

carboidratos, sendo focados principalmente em proteínas, ácidos nucléicos, lipídeos 

e solventes mais comuns. Assim sendo, tornou-se premente a necessidade de 

calcular parâmetros mínimos, capazes de permitir ao GROMACS a representação 

adequada da estrutura da heparina em solução. Estes parâmetros incluem tanto 

termos do campo de força associados a interações não-ligadas (cargas atômicas e 

parâmetros de van der Waals) quanto interações ligadas (constantes de ligação, 

ângulo e diedro) (Figura 16). A solução encontrada foi uma abordagem híbrida, na 

qual alguns parâmetros seriam gerados a partir de uma ferramenta automática do 

GROMACS, denominada PRODRG (van Aalten et al., 1996), e outros (cargas 

atômicas) seriam obtidos através de cálculos ab initio. 

A própria obtenção de cargas atômicas é uma tarefa complexa, tendo-se em 

vista o enorme número de abordagens disponíveis e a dependência dos dados 

obtidos nos conjuntos de métodos escolhidos. Com relação ao estudo da heparina, a 

presença de grupos sulfato e sulfonamida automaticamente impediu o uso de 

métodos semi-empíricos, uma vez que estes não apresentam parâmetros para 

orbitais d, presentes na hibridação do átomo de enxofre nos grupamentos sulfato e 

sulfonamida (sp3d2) (Stewart, 1999), de forma que foram escolhidos os métodos ab 

initio para a geração das cargas atômicas. Em função do custo computacional, o 

protocolo utilizado constituiu-se numa minimização utilizando a base 3-21G e em um 

cálculo de single point utilizando a base 6-31G**.  

Os cálculos ab initio, utilizando o pacote GAMESS, oferecem dois tipos de 

cargas atômicas: as cargas baseadas na análise de Mulliken e as cargas baseadas 

na análise de Löwdin. A abordagem de Mulliken, em certos sistemas, é capaz de 

atribuir a orbitais um número negativo de elétrons ou de mais de 2 elétrons, em uma 
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clara contradição ao princípio da exclusão de Pauli (Leach, 2001). A conseqüência 

prática disto é a obtenção de cargas atômicas menores que -1 para átomos de 

oxigênio. Isto aumenta o dipolo das ligações químicas e intensifica as propriedades 

eletrostáticas do sistema, introduzindo artefatos na simulação de DM6. Assim sendo, 

o esquema de cargas escolhido para esta primeira tentativa em descrever a 

heparina por DM foi o de Löwdin, uma vez que não apresenta as deficiências do 

esquema de Mulliken. 

As cargas atômicas obtidas foram então aplicadas a um decassacarídeo de 

heparina, gerado a partir de um dodecassacarídeo determinado por RMN (Mulloy et 

al., 1993, PDB ID 1HPN). A redução de 12 para 10 unidades sacarídicas deveu-se a 

limitações do programa PRODRG em lidar com moléculas maiores. Mesmo com 

esta redução, o aumento dos seis resíduos simulados previamente (Mikhailov et al., 

1997) para os dez que utilizamos permitiu a redução da distorção das ligações 

glicosídicas como conseqüência da maior flexibilidade das extremidades da 

molécula ao oferecer uma maior região central de ancoragem conformacional. 

Juntamente com este aumento no tamanho do polissacarídeo, o tamanho da 

camada de solvatação foi significativamente elevado, passando de ~600 para ~6000 

moléculas de água, enquanto que o tempo de simulação subiu de 600ps para 3,0ns, 

completamente estável durante toda a trajetória. Mais importante, a simulação 

apresentou significativa semelhança com a estrutura de partida, obtida por RMN. 

Estes dados nos permitiram, em grande medida, superar ao menos em parte as 

dificuldades em simular polissacarídeos por DM e, assim, testar uma série de fatores 

capazes de influenciar a conformação da heparina em solução. 

O primeiro destes fatores avaliado foi a concentração de íons no sistema, 

controlada através do tamanho da camada de solvatação (i.e. do tamanho da caixa). 

Este parâmetro, dentro dos limites avaliados (~145mM a ~404mM), não demonstrou 

influência sobre a simulação, embora apresente uma redução de quase 1/3 no custo 

computacional. Isto sugere que o aumento na amostragem, por DM, de sistemas 

polissacarídicos pode ser alcançada com a redução na camada de solvatação, com 

conseqüente aumento na concentração de íons sem, contudo, comprometer a 

qualidade da simulação. 

                                                           
6 Experiências iniciais utilizando cargas de Mulliken oriundas de cálculos semi-empíricos introduziram 
instabilidades nas simulações de DM, provocando grandes distorções da estrutura da heparina e terminando com 
a explosão do sistema. 
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5.2.2 Descrição do perfil conformacional do IdoA 

O segundo fator avaliado foi a capacidade da simulação em descrever as 

mudanças na geometria da heparina associadas à transição do resíduo IdoA da 

forma 2SO para a 1C4 e vice-versa. Contudo, embora a DM tenha sido sensível à 

mudança conformacional deste resíduo, com a modificação da geometria das 

ligações glicosídicas, os valores obtidos para a conformação 1C4 foram piores do 

que para a conformação 2SO, tomando-se como base a estrutura de referência 

(Mulloy et al., 1993, PDB ID 1HPN). Isto foi associado a dificuldades da DM em 

descrever interações intramoleculares importantes, como a interação entre a 

hidroxila da glicosamina e o carboxilato do ácido idurônico. De qualquer forma, os 

dados obtidos, principalmente referentes à conformação 2SO, reproduzem 

satisfatoriamente os dados de referência, principalmente à luz da heterogeneidade 

das demais fontes de informação acerca da geometria da heparina (Mulloy et al., 

1993, Faham et al., 1996, Mikhailov et al., 1996 e Mikhailov et al., 1997), as quais 

apresentam variações que alcançam 60º.  

Um dado interessante se refere à energia de interação dos decassacarídeos 

simulados com o solvente. De acordo com trabalhos anteriores, propondo que a 

conformação de carboidratos em solução será a que menos interferir na estrutura do 

solvente circundante (Uedaira et al., 2001), foi observado que a heparina 

apresentando o resíduo IdoA na forma 2SO interage em torno de 550kJ/mol mais 

intensamente com o solvente em comparação a heparina apresentando o resíduo 

IdoA na forma 1C4 sugerindo, portanto, explicações para as razões moleculares da 

preferência conformacional deste resíduo em solução. 

Com relação somente à forma 2SO do resíduo IdoA, a minimização da 

geometria de RMN para este resíduo através de cálculos HF 3-21G demonstrou 

aspectos inesperados com relação à conhecida mobilidade deste monossacarídeo 

(Ferro et al., 1990 e Mulloy & Forster, 2000). Foi observada uma pequena torção na 

geometria do anel, menor que 1Å. Contudo, esta torção implicou na mudança em até 

60º dos diedros endocíclicos, principalmente nas posições 1 e 4, as quais estão 

envolvidas na formação da ligação glicosídica da heparina (1�4). Quando incluída 

nas simulações de DM, esta nova conformação do resíduo IdoA acarretou na 

correção da geometria do ângulo GlcN→�IdoA ψ, de -125º para -151º, de acordo com 

a estrutura de referência da heparina, -158º. Esta correção na geometria da 
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heparina, ao contrário das expectativas iniciais, não está relacionada a interações 

intramoleculares, mas sim a interações intermoleculares, envolvendo principalmente 

íons presentes na solução. Com a mudança conformacional do resíduo IdoA, ocorre 

uma maior exposição de seus grupos carboxilato e sulfato ao meio, implicando na 

intensificação da interação com os contra-íons Na+ em aproximadamente 200kJ/mol. 

A conseqüência deste aumento na interação entre soluto e solvente seria a 

reacomodação da geometria da ligação glicosídica, equiparando os valores 

experimentalmente obtidos para a estrutura da heparina. Tal resultado nos fez 

considerar que, possivelmente, a geometria do resíduo IdoA estivesse distorcida na 

estrutura de RMN. De fato, a resolução máxima alcançada para a determinação de 

estruturas 3D por este método está em torno de 2 a 3Å (Markley et al., 2003), além 

das modificações estruturais observadas na minimização por ab initio, menores que 

1Å. 

Esta mudança conformacional, avaliada sob o prisma da nomenclatura de 

Cremer e Pople, significa uma alteração da conformação 2SO para a conformação 
5S1, outro membro da família de pseudorotâmeros bote – bote-torcido (Cremer & 

Szabo, 1995). A razão para tal mudança, provavelmente, deve-se justamente ao uso 

de métodos ab initio, em contraposição aos trabalhos originais utilizando métodos de 

mecânica molecular.  

Os estudos iniciais abordando as diferentes populações de confôrmeros do 

resíduo IdoA utilizaram, principalmente, constantes de acoplamento vicinais 

empregando uma generalização da equação de Karplus (Haasnoot et al., 1980). Tal 

procedimento se baseia numa geometria dos ângulos de torção previamente obtida, 

geralmente, através de mecânica molecular. Além das dificuldades de parametrizar 

tais métodos para mudanças conformacionais sutis, a mecânica molecular é incapaz 

de descrever efeitos estreoeletrônicos, os quais podem ter importante papel na 

estabilização relativa de cada conformação. Tais efeitos, adequadamente expressos 

nos métodos ab initio, poderiam em muito contribuir na racionalização de constantes 

de acoplamento vicinais obtidas por experimentos de RMN. 

5.2.3 Comparação de diferentes esquemas de carga na simulação por DM da 

heparina 

Além da concentração de íons e da influência do perfil conformacional do 

resíduo IdoA, tornou-se necessário comparar o efeito de diferentes tipos de carga na 
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reprodução do perfil conformacional da heparina. Este aspecto se destaca, 

principalmente, em função da carência de trabalhos apresentando o efeito de 

diferentes esquemas de carga na parametrização de campos de força de mecânica 

molecular. 

Assim sendo, os esquemas de Löwdin, Mulliken e as cargas ajustadas ao 

potencial eletrostático foram utilizados no cálculo de cargas atômicas para a 

simulação da heparina e derivados. Destas, as cargas de Mulliken apresentaram os 

maiores valores modulares destes três conjuntos de dados, incluindo-se os átomos 

de oxigênio da hidroxila, sulfato e sulfonamida. Este aumento modular implica na 

intensificação das interações eletrostáticas realizadas pela molécula, seja com o 

meio circundante, seja com o receptor-alvo. De fato, a energia de interação do 

decassacarídeo de heparina com os íons Na+ do sistema simulado mais do que 

dobraram nestas cargas, em relação às cargas de Löwdin (de -883,79 para -

2074,32). A conseqüência deste efeito parece ser a distorção do ângulo IdoA→ GlcN 

φ, que muda de -75º no esquema de Löwdin para -90º no esquema de Mulliken. 

Embora no limite do desvio padrão observado para esta variável, fica clara a 

tendência de mudança na geometria da ligação glicosídica. Mas muito mais 

importante do que esta mudança é o significado do aumento da energia de interação 

no contexto do estudo de complexos ligante-receptor. Enquanto parâmetros de 

carga diferentes são capazes de produzir geometrias semelhantes, são também 

capazes de ocasionarem diferenças nas energias de interação com o meio 

circundante, seja solvente seja um receptor, da ordem de 1000 kJ/mol, o que 

certamente influenciará as propriedades obtidas na trajetória de DM, 

sobrevalorizando o componente eletrostático envolvido.  

Efeitos semelhantes foram observados na comparação entre as cargas 

ajustadas ao ESP e as cargas de Löwdin. As cargas obtidas a partir do potencial 

eletrostático molecular são amplamente utilizadas na parametrização de campos de 

força, e são reconhecidamente melhores do que as cargas de Mulliken na descrição 

das propriedades moleculares (Clare & Supuran, 1998). Contudo, são altamente 

dependentes da conformação molecular, o que pode tornar necessário o uso de 

diferentes conformações da molécula a ser parametrizada, gerando no final uma 

média das cargas obtidas para cada conformação. Soma-se a isto o maior custo 

computacional associado à sua obtenção.  
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Os valores das cargas obtidos para Löwdin e ESP foram, de fato, muito 

similares. As únicas diferenças significativas envolvem o grupo carboxilato e o átomo 

de hidrogênio da hidroxila, maiores em módulo no conjunto ajustado ao ESP. Estas 

diferenças não foram capazes de modificar a estrutura global da heparina, 

diferentemente do que ocorreu com as cargas de Mulliken. Mas, de forma análoga, 

influenciaram na interação com os íons do sistema, representando um aumento de 

quase 50% em relação ao esquema de Löwdin (-1400,37 e -883,79, 

respectivamente). Novamente, merece destaque a possível influência de tal 

modulação nas propriedades eletrostáticas na interação de ligantes com receptores 

de interesse biológico.  

Os dados obtidos com diferentes cargas atômicas também evidenciam uma 

elevada capacidade de sistemas moleculares, principalmente polissacarídeos 

complexos, em acomodarem diferentes parâmetros na descrição de suas estruturas 

sem induzirem, contudo, induzirem uma significativa modificação das mesmas. Com 

relação à parametrização de campos de força de mecânica molecular, o uso de 

esquemas de Löwdin surge como promissora alternativa, apresentando resultados 

semelhantes aos descritos pelas cargas ajustadas ao ESP, mas sem demonstrar 

tanta dependência na conformação molecular e com um menor custo computacional 

associado. 

5.3 Estudo por DM do complexo heparina-AT 

Uma vez tendo sido demonstrada a bem sucedida aplicação da DM na 

descrição da estrutura e conformação da heparina em solução aquosa (Verli & 

Guimarães, 2004 e Becker, Guimarães & Verli, 2005), o interesse do trabalho foi 

focado no estudo de complexos envolvendo a heparina e seus derivados, 

marcadamente o complexo com a AT. Embora a heparina apresente diversas 

proteínas-alvo (Mulloy & Linhardt, 2001), a AT é a única proteína da cascata de 

coagulação co-cristalizada a um análogo de heparina (Jin et al., 1997)7, além de ser 

a responsável pela inibição de trombina e fator Xa mediada por polissacarídeos. 

Tendo-se em vista a carência de estudos de DM envolvendo polissacarídeos e seus  

                                                           
7 No decorrer da presente tese foi publicada a estrutura cristalográfica de um complexo ternário, envolvendo a 
protease-alvo, a AT e um heparinóide, ilustrando o mecanismo de molde na ação da heparina (Figura 8, código 
PDB 1TB6, Li et al., 2004). 
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complexos, a reprodução deste complexo cristalográfico é, também, uma forma de 

validar os protocolos e condições de simulação desenvolvidas pelo grupo. 

A estratégia escolhida nestas simulações envolveu, inicialmente, a simulação 

do complexo cristalográfico pentassacarídeo sintético – AT, acrescido de água e 

íons. Seguindo-se a esta simulação, os componentes do complexo (carboidrato e 

proteína) foram simulados isoladamente de forma a avaliar como a formação da 

estrutura bi-molecular seria capaz de modificar a estrutura e a conformação de cada 

um dos participantes, i.e. a ocorrência do encaixe induzido. Foi também avaliada a 

influência do perfil conformacional do resíduo IdoA de forma a testar hipóteses 

prévias acerca do papel desta conformação na interação com a AT (Mikhailov et al., 

1996). 

5.3.1 Dinâmica da alça Lys28-Glu37 e do RCL  

A observação da flutuação dos resíduos de aminoácidos da AT (RMSF) 

demonstrou que as duas regiões da proteína com maior flexibilidade eram as alças 

compreendidas pelos resíduos Lys28 a Glu37 e Asn376 a Arg393 (RCL). Ambas as 

regiões são expostas ao solvente, o que justifica esta elevada flexibilidade. A alça N-

terminal corresponde a uma região normalmente não observada em estruturas 

cristalográficas de serpinas (Whisstock et al., 1998) tendo sido, portanto, modelada. 

Neste caso específico, a alta flexibilidade representa mais a demora na região 

modelada em se equilibrar na simulação do que necessariamente um estado de alta 

mobilidade em solução, uma vez que após os 3 primeiros nanosegundos a 

flexibilidade desta região torna-se semelhante ao resto da proteína. 

Embora este perfil de equilibração até os primeiros 3ns da simulação também 

seja observado para o RCL, ao contrário da alça 28-37, a região compreendida entre 

as posições 376 e 393 mantêm alta mobilidade durante toda a simulação, sugerindo 

que a alça reativa é a região de maior flexibilidade da AT. Este dado está de acordo 

com sua função como inibidor, na qual a Arg393 agiria como uma “isca”, exposta 

como substrato suicida às proteases-alvo.  
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Tanto com relação à alça 28-37 quando à alça 376-393, a presença do 

pentassacarídeo acarreta no aumento da flexibilidade e/ou no tempo de equilibração 

da proteína, efeito este também observado em outras regiões da AT, marcadamente 

a sua porção N-terminal. Isto é possivelmente decorrente de interações 

eletrostáticas entre o pentassacarídeo e a AT, permitindo a estabilização direta da 

proteína. Contudo, embora seja imediata a compreensão deste efeito em regiões 

próximas ao sítio de ligação do pentassacarídeo, como a porção N-terminal e a alça 

28-37 (mesmo que a mesma não apareça no cristal, sugerindo que não interage 

diretamente com o ligante), o efeito do pentassacarídeo na dinâmica do RCL é sob 

certo aspecto surpreendente em função da distância entre os dois grupos. Embora 

este efeito seja devido ao tamanho da amostragem conformacional possibilitada pela 

DM realizada, é tentador crer que o que está sendo observado é precisamente o 

efeito da ativação conformacional da AT. Contudo, análises mais específicas 

precisam ser realizadas de forma a balizar esta possibilidade. 

O aspecto mais importante observado durante as simulações realizadas, 

referente ao RCL, se refere à orientação do resíduo P1 durante as simulações. De 

fato, enquanto que na estrutura cristalográfica a cadeia lateral da Arg393 está 

voltada para o corpo da serpina, durante a DM este resíduo voltou-se e expôs-se 

francamente para o solvente. Tal comportamento é suportado, principalmente, por 

trabalhos anteriores sugerindo que o resíduo P1 encontra-se exposto ao solvente 

(Futamura et al., 2001). De fato, a orientação cristalográfica do resíduo responsável 

pela atividade inibitória da AT, a Arg393, não explica a especificidade do 

reconhecimento das serino-proteinases-alvo, o que foi possibilitado pelos resultados 

apresentados. 

É importante observar que a conformação de todo o RCL é mantida, no cristal, 

por uma série de interações por ligação de hidrogênio e pontes salinas entre duas 

moléculas de AT compondo a unidade cristalina. O isolamento de uma destas 

moléculas, e a conseqüente substituição destas interações entre proteínas por 

interações com a água deve ser o maior responsável pela reorientação da Arg393. 

5.3.2 Interação pentassacarídeo-AT 

Considerando-se que o entendimento das forças envolvidas no complexo 

ligante-receptor podem auxiliar diretamente no desenvolvimento de novos 

compostos bioativos, indicando potenciais sítios de interação, a contribuição 
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específica de cada resíduo de aminoácido para o complexo pentassacarídeo 

sintético-AT foi calculada. Tal contribuição havia sido estimada até então somente 

em bases qualitativas (Jin et al., 1997; Kridel & Knauer, 1997; Arocas et al., 1999; 

Desai et al., 2000; Arocas et al., 2001; Schedin-Weiss et al., 2002).  

Os dados obtidos confirmam a já esperada contribuição predominante de 

forças eletrostáticas no complexo heparina-AT, marcadamente por fortes ligações de 

hidrogênio e pontes salinas, alcançando cerca de 200 kJ/mol, como na interação 

com a Lys114. Um aspecto interessante, complementar à estrutura cristalográfica 

descrita para o complexo simulado (Jin et al., 1997), é o dinamismo de tais 

interações. Grandes flutuações podem ser vistas no decorrer da simulação, com 

ligações de hidrogênio sendo feitas e desfeitas, ou com a mudança no átomo 

aceptor da ligação. Este mosaico de interações, de difícil análise segundo distâncias 

médias de interação, é em grande medida simplificado através das médias das 

energias de interação, demonstrando os resíduos-chave para a formação do 

complexo.  

Ao mesmo tempo, enquanto que trabalhos prévios sugeriram que o equilíbrio 

conformacional do resíduo IdoA contribuiria para as propriedades anticoagulantes 

observadas para a heparina, comparativamente a outros glicosaminoglicanos 

apresentando resíduos de ácidos urônicos mais rígidos (Mikhailov et al., 1996), os 

dados obtidos sugerem que a mudança da conformação 2S0 para a 1C4 em nada 

prejudica a ligação da heparina a AT. Ao contrário, considerando-se que a forma de 

cadeira interage menos eficientemente com o solvente do que a forma de bote-

torcido (Verli & Guimarães, 2004), seria de esperar que a geometria 1C4 da heparina 

apresentasse maior afinidade pelo receptor-alvo por apresentar menor energia de 

dessolvatação. Provavelmente, a observação da forma 2S0 no cristal deve-se à 

presença, quase exclusiva, desta conformação em solução (van Boeckel et al., 

1988). Este indício está diretamente relacionado à determinação dos requisitos 

geométricos mínimos para a modulação da atividade da AT por derivados da 

heparina. 

5.3.3 Encaixe-induzido no complexo heparina-AT 

Trabalhos anteriores demonstraram que a ligação da heparina à AT acarreta a 

extensão da hélice D, ou seja, induz a formação de voltas adicionais na região C-

terminal desta hélice a partir de uma pequena alça, responsável pela conexão da 
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hélice D à folha-β A. Esta extensão acarretaria na contração da folha-β A, 

culminando na expulsão dos resíduos P14 e P15 (Figura 2, van Boeckel et al., 

1994). Este processo acarretaria o aumento da flexibilidade do RCL, o que implicaria 

na ativação da AT pela heparina (Olson et al., 1992). Como apresentado 

anteriormente, as simulações de DM nos permitiram observar mudanças nas 

propriedades conformacionais do RCL, de forma que buscamos avaliar se, durante 

as simulações, também ocorreram alterações conformacionais na hélice D, como 

conseqüência da presença ou ausência do pentassacarídeo. 

De acordo com o protocolo de simulação utilizado, a estrutura da AT livre 

simulada é a mesma estrutura presente no complexo com o pentassacarídeo, 

somente sem a presença deste ligante. Tal abordagem nos permitiria observar quais 

características conformacionais da serpina eram induzidas e mantidas pelo ligante, e 

quais eram intrínsecas à proteína. Neste sentido, a simulação da forma livre da AT 

demonstrou o des-enovelamento das últimas voltas da hélice D, criadas pela 

presença do pentassacarídeo sintético, demonstrando a capacidade da DM em 

descrever o efeito estabilizador da heparina sobre a estrutura secundária da AT. 

Além do efeito global sobre a hélice, a DM também demonstrou corretamente o 

papel de resíduos específicos na modulação conformacional da hélice D, tais como 

a Arg129 (Desai et al., 2000). 

No contexto de um processo do tipo encaixe-induzido, não somente a proteína 

está sujeita a sofrer mudanças conformacionais, mas também o ligante (Verli & 

Barreiro, 2005), conforme já postulado para o complexo heparina-AT (Hricovíni et al., 

2001). De acordo com estes dados, a observação do perfil conformacional do 

pentassacarídeo sintético, livre da AT, nas simulações de DM demonstra que a 

formação do complexo é capaz de torcer alguns ângulos da ligação glicosídica em 

até 30°. Tal mudança conformacional é observada tanto para o pentassacarídeo 

apresentando o resíduo de IdoA na conformação 1C4 quanto na 2SO, novamente 

indicando que a AT não distingue as duas geometrias. Sugere, contudo, que a 

plasticidade do ligante pode ser um fator importante para a complexação e ativação 

da AT, facilitando sua acomodação ao sítio de ligação e, em conseqüência, 

maximizando as interações com o receptor-alvo. 
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5.4 Implicações para o desenvolvimento racional de novos agentes 

anticoagulantes, baseados no mecanismo de ação da heparina 

A partir dos resultados obtidos, pode-se contextualizar a participação de 

ferramentas de modelagem molecular, marcadamente a DM, no planejamento 

racional de novos agentes anticoagulantes baseados no mecanismo de ação da 

heparina. Este processo, esquematizado na Figura 20, pode ser resumido nas 

seguintes etapas: 

1) Seleção de oligossacarídeos e/ou compostos estruturalmente promissores, 

tais como produtos naturais análogos ao composto (10), Figura 14, na modulação da 

AT; 

2) Verificação e comprovação de que as propriedades anticoagulantes destes 

compostos são mediadas pela AT; 

3) Uma vez confirmada a AT como provável alvo molecular dos compostos 

selecionados, segue-se ao estudo computacional dos compostos, tanto em suas 

formas isoladas, quanto em complexo com a AT. Esta etapa possibilitará tanto a 

identificação das interações intermoleculares envolvidas no complexo, quanto à 

avaliação da capacidade de cada composto em induzir modificação conformacional 

da AT, à luz dos dados previamente obtidos para o complexo heparina-AT; 

4) Planejamento de derivados sintéticos, de forma a potencializar as interações 

com a AT, a capacidade de ativar esta serpina e a reduzir os custos de 

dessolvatação; 

5) Síntese dos derivados propostos; 

6) Avaliação das propriedades anticoagulantes dos derivados propostos. Neste 

momento o ciclo pode ser reiniciado inúmeras vezes, até que seja obtido um ou mais 

compostos/padrões moleculares com propriedades anticoagulantes satisfatórias.  
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Figura 20: Esquema representando um processo de desenvolvimento de novos 

compostos bioativos, envolvendo a participação de métodos de modelagem 

molecular. 

 

Em linhas gerais, espera-se que a DM seja capaz de agilizar o planejamento de 

novos compostos anticoagulantes, ao permitir a identificação e quantificação dos 

principais resíduos de aminoácidos envolvidos no reconhecimento molecular, assim 

como o papel dos mesmos na ativação da AT. 



 

 

97 

6 Conclusões 

A partir dos objetivos traçados, o presente trabalho permitiu: 

� Obtenção de cargas atômicas para simulação de DM da heparina e 

outros polissacarídeos polissulfatados, capazes de reproduzirem 

adequadamente os dados experimentais disponíveis; 

� Proposição das cargas de Löwdin como alternativas à parametrização 

de campos de força de mecânica molecular; 

� Reprodução do comportamento conformacional da heparina em solução 

aquosa, considerando tanto a conformação 2SO quanto a 1C4 do resíduo 

IdoA; 

� Proposição de refinamento da conformação reconhecida para o resíduo 

IdoA, passando de 2SO para 5S1; 

� Re-interpretação da orientação cristalográfica do resíduo P1, o qual 

estaria exposto ao solvente, em oposição às estruturas 3D atualmente 

disponíveis para a AT; 

� Análise quantitativa da contribuição de cada resíduo de aminoácido para 

a energia de interação heparina-AT; 

� Re-interpretação do papel da conformação do resíduo IdoA para o 

reconhecimento molecular da heparina pela AT, sendo aparentemente 

irrelevante neste processo; 

� Reprodução, por DM, do encaixe induzido na formação do complexo AT-

heparina. 

 

Globalmente, os resultados obtidos confirmam o potencial de ferramentas de 

modelagem molecular no estudo de sistemas biológicos, conectando informações 

previamente obtidas por métodos experimentais, oferecendo explicações 

moleculares para tais informações e sugerindo novas propriedades a serem 

confirmadas posteriormente por outras metodologias.  
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7 Perspectivas 

Considerando-se os procedimentos de simulação propostos e validados no 

presente trabalho, assim como as informações obtidas acerca da heparina e de sua 

proteína-alvo, a AT, as seguintes perspectivas podem ser traçadas: 

� Estudo estrutural e conformacional de polissacarídeos polissulfatados, 

não relacionados estruturalmente à heparina, tais como galactanas e 

fucanas; 

� Início de um projeto de planejamento racional de novos agentes 

anticoagulantes sintéticos, não-relacionados estruturalmente a heparina, 

mas capazes de ativar conformacionalmente a AT; 

� Considerando-se que a AT é uma glicoproteína, avaliar o efeito da 

glicosilação na dinâmica da proteína e na formação do complexo 

heparina-AT, em face tanto do papel fisiológico da parte sacarídica da 

AT quanto da ausência de simulações de DM considerando 

glicoproteínas. 
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8 Glossário8 

Análise Populacional de Mulliken: a análise populacional de Mulliken é um método 

para distribuir os elétrons em átomos com a finalidade de gerar cargas atômicas 

parciais. Os resultados são fortemente dependentes do conjunto de bases usado.  

Análise populacional de Mulliken: Um esquema de partição, baseado no uso das 

matrizes de densidade e de recobrimento, para distribuir os elétrons de uma entidade 

molecular de algum modo fracionário entre suas várias partes (átomos, ligações, 

orbitais). Como em outros esquemas usados para distribuir a densidade eletrônica em 

moléculas, a análise populacional de Mulliken é arbitrária e fortemente dependente do 

conjunto de bases empregado. Contudo, a comparação de análises populacionais para 

uma série de moléculas é útil para uma descrição quantitativa das interações 

intramoleculares, de reatividade química e de regularidades estruturais. 

Arquivo PDB: um arquivo PDB (do inglês Protein Data Bank, Banco de Dados de 

Proteínas) é um arquivo ASCII (do inglês American Symbolic Code for Information 

Interexchange = text, Código Simbólico Americano para Troca de Informação) usado 

para armazenar as coordenadas atômicas de uma molécula, geralmente uma 

proteína ou ácido nucléico (veja PDB).  

Cálculos ab initio: Cálculos ab initio são cálculos mecânico-quânticos que usam 

equações exatas, sem aproximações, que envolvem a população eletrônica total da 

molécula.  

Métodos mecânico-quânticos ab initio (sinônimo com métodos mecânico-quânticos não 

empíricos): métodos de cálculos mecânico-quânticos independentes de qualquer 

experimento que não seja a determinação de constantes fundamentais. Os métodos são 

baseados no uso da equação de Schrödinger completa para tratar todos os elétrons de 

um sistema químico. Na prática, aproximações são necessárias para restringir a 

complexidade da função de onda eletrônica e tornar seu cálculo possível. 

Cálculos AM1: Cálculos AM1 são cálculos semi-empíricos de orbital molecular 

desenvolvidos na Universidade de Austin no Texas (AM1 = Austin Model 1, Modelo 

Austin 1). Estes cálculos envolvem os elétrons de valência dos átomos da molécula. 

Cálculos Mecânico-quânticos: Cálculos mecânico-quânticos são cálculos de 

propriedades moleculares baseados na equação de Schrödinger que levam em 

conta as interações entre os elétrons em uma molécula. 

Cálculos PM3: PM3 (do inglês Parametric Method 3) é um programa de cálculo 

semi-empírico de orbital molecular largamente usado (veja Métodos semi-empíricos). 

                                                           
8 Definições obtidas de de Sant’Anna, 2002 e van der Spoel et al., 2002. 
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Campo de Força: é um conjunto de funções e parametrizações usadas em cálculos 

de mecânica molecular. Estas funções definem as energias de estiramento de 

ligação e de distorção de ângulo de ligação (tanto de valência quanto diedro) de uma 

molécula, quando comparadas com a sua conformação não tensionada (aquela 

caracterizada pelos valores padrões de comprimentos e de ângulos de ligação). 

Alguns campos de força podem conter termos de interação entre átomos não 

ligados, de efeitos eletrostáticos, de ligação de hidrogênio e de outros efeitos 

estruturais. 

Campo e Potencial Eletrostáticos: O campo e o potencial eletrostáticos são 

propriedades de uma molécula que surgem da interação entre uma sonda 

carregada, tal como uma carga pontual unitária positiva representando um próton, e 

a molécula alvo. Este campo e o potencial são usados em estudos de relações 

quantitativas estrutura-atividade tridimensionais (3D-QSAR) e para comparar ou 

estimar a semelhança de um conjunto de moléculas. 

Dinâmica Molecular: é um procedimento de simulação que consiste na computação 

do movimento dos átomos em uma molécula ou de átomos individuais ou moléculas 

em sólidos, líquidos e gases, de acordo com as leis de movimento de Newton. As 

forças que agem nos átomos, necessárias para simular seus movimentos, são 

calculadas usando campos de força de mecânica molecular. 

Mecânica Molecular: é o cálculo das características geométricas e de energia de 

entidades moleculares baseado em funções de potencial empíricas, cuja forma é 

tomada da mecânica clássica. O método pressupõe que as funções de potencial 

possam ser transferidas dentro de um conjunto de moléculas semelhantes. Uma 

suposição é feita sobre os comprimentos e ângulos “naturais” de ligação, cujos 

desvios resultam em tensão de ligação e tensão angular, respectivamente. As forças 

de Van der Waals e eletrostáticas também são levadas em conta.  

Métodos Semi-Empíricos: Métodos semi-empíricos são cálculos de orbital 

molecular que usam vários graus de aproximação e que usam apenas elétrons de 

valência. 

Métodos mecânico-quânticos semi-empíricos: Os métodos que usam parâmetros 

derivados de dados experimentais para simplificar os cálculos computacionais. A 

simplificação pode ocorrer em vários níveis: simplificação do Hamiltoniano (por exemplo, 

como no método de Hückel estendido), avaliação aproximada de certas integrais 

moleculares (veja, por exemplo, recobrimento diferencial zero), simplificação da função 
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de onda (por exemplo, o uso da aproximação do elétron p como no método Pariser-Parr-

Pople). 

Minimização de Energia: é um procedimento matemático para localizar as 

conformações estáveis (mínimos de energia) de uma molécula, determinadas por 

cálculos de mecânica molecular ou mecânico-quânticos. 

Modelagem Molecular: é a investigação das estruturas e das propriedades 

moleculares usando a química computacional e as técnicas de visualização gráfica 

visando fornecer uma representação tridimensional, sob um conjunto de 

circunstâncias. 

Protein Data Bank (PDB): é um banco de dados de proteínas mantido no 

Laboratório Nacional Brookhaven, Upton, New York, que contém estruturas de raios-

X de dezenas de milhares de proteínas. 

Planejamento de Fármacos: inclui não somente o planejamento do ligante, mas 

também a farmacocinética e a toxidez, que estão na maior parte das vezes além das 

possibilidades do planejamento auxiliado pela estrutura ou por computador. O termo 

planejamento de fármacos é mais freqüentemente usado do que o termo correto 

“Planejamento de Ligantes”. 

Planejamento de Ligantes: é o planejamento de ligantes que usa informações 

estruturais sobre o alvo ao qual os ligantes devem se ligar, freqüentemente tentando 

maximizar a energia de interação. 

Planejamento Baseado em Estrutura (Structure-Based Design): é uma estratégia 

para novas entidades químicas baseadas na estrutura tridimensional (3D) de um 

alvo obtido de estudos de raios-X ou de ressonância magnética nuclear ou de 

modelos de homologia de proteínas. 

Química Computacional: é uma disciplina que usa métodos matemáticos para o 

cálculo de propriedades moleculares e para a simulação do comportamento 

molecular. Também inclui, por exemplo, o planejamento de sínteses, a pesquisa de 

bancos de dados e a manipulação de bibliotecas combinatoriais. 

Receptor: é uma proteína ou um complexo de proteínas localizado no interior ou na 

superfície de uma célula, que reconhece especificamente e interage com um 

composto que atua como um mensageiro molecular (neurotransmissor, hormônio, 

fármaco, etc). Em um sentido mais amplo, o termo receptor é freqüentemente usado 

como sinônimo para qualquer sítio específico de ligação de fármacos (em oposição 
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a não específico, como a ligação às proteínas do plasma), também incluindo ácidos 

nucléicos, tais como o DNA. 

Termos de Energia Não-Ligados: são funções de energia potencial que descrevem 

interações de Van der Waals, eletrostáticas e de ligação hidrogênio em um campo 

de força. 

Topologia Molecular: Topologia molecular é a descrição do modo pelo qual os 

átomos estão ligados em uma molécula. Em diversos programas de dinâmica 

molecular constitui-se em um arquivo que descreve em quais átomos ou 

combinações de átomos as diversas contribuições de um campo de força irão atuar. 

Apresenta atributos constantes para cada átomo, como quais átomos existem em 

uma molécula, as características destes átomos (e.g. um oxigênio carbonílico é 

diferente de um oxigênio em um grupamento éter ou hidroxila), como cargas 

atômicas, termos ligados e não-ligados. 
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10 Anexos 

 

Durante a realização desta tese tive a oportunidade de realizar colaborações 

com os grupos do Prof. Eliezer J. Barreiro (Laboratório de Avaliação e Síntese de 

Substâncias Bioativas - LASSBio, Faculdade de Farmácia - UFRJ) e do Prof. Amílcar 

Tanuri (Laboratório de Virologia Molecular, Departamento de Genética – UFRJ), 

além de orientar a aluna de iniciação científica Camila F. Becker, Faculdade de 

Farmácia - UFRGS. Destas colaborações surgiram alguns trabalhos já publicados, 

submetidos ou em faze de finalização. 

 

10.1 Trabalho I 

 

Quim. Nova, 2005, 28, 95-102  

 

Um Paradigma da Química Medicinal: 

a Flexibilidade dos Ligantes e Receptores 

 

Hugo Verli, Eliezer J. Barreiro 

 

RESUMO 

In general, molecular modeling techniques applied in medicinal chemistry have 

been static and drug based. However the active site geometry and the intrinsic 

flexibility of both receptor and ligand are fundamental properties for molecular 

recognition and drug action. As a consequence, the use of dynamic models to 

describe the ligand-receptor complex is becoming a more common procedure. In this 

work we discuss the relevance of considering the receptor structure in medicinal 

chemistry studies as well as the flexibility of the ligand-receptor complex. 
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10.2 Trabalho II 

 

J. Pharm. Sci., 2004, 23, 363-369 

 

New Optimized Piperamide Analogues with Potent in vivo 

Hypotensive Properties 

 

Carolina de Mattos Duarte, Hugo Verli, João Xavier de Araújo-Júnior, Isac Almeida 

de Medeiros, Carlos Alberto Manssour Fraga, Eliezer J. Barreiro 

 

RESUMO 

We describe herein the structural optimization of new piperamide analogues, 

designed from two natural prototypes, piperine 1 and piperdardine 2, obtained from 

Piper tuberculatum Jacq. (Piperaceae). Molecular modeling studies using 

semiempirical AM1 method were made in order to establish rational modifications to 

optimize them by molecular simplification. The targeted compounds were obtained 

using benzaldehyde (12) and para-anisaldehyde (13) as starting materials. 1H-NMR 

spectra showed that the target compounds were diastereoselectively obtained as the 

(E)-isomer, the same geometry of the natural prototypes. The new synthetic amides 

presented significant hypotensive effects in cardiovascular essays using in vivo 

methodologies. Compound 11 (N-[5-(4’-methoxyphenyl)-2(E)-

pentenoyl]thiomorpholine) showed a potency >10,000 times greater than its 

prototype 5, evidencing an optimization of the molecular architecture for this class of 

hypotensive drug candidates. 
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10.3 Trabalho III 

 

J. Inf. Diseases, 2005, 191, 1961-1970. 

 

Subtype-dependent resistance to protease inhibitors by the Human 

Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1) protease L89M 

polymorphism  

 
Alexandre Calazans, Rodrigo Brindeiro, Patrícia Brindeiro, Hugo Verli, Luis Felipe 

M. Gonzalez, Jorge A. Guimarães, Ricardo Sobhie Diaz, Octavio C. Antunes, Amilcar 

Tanuri 

 

RESUMO 

HIV-1 protease mutations rendering resistance to protease inhibitors (PIs) are 

phenotypically characterized mainly for subtype B viruses. In this work, we describe 

the role of HIV-1 protease L89M substitution from subtype F -recognized as a 

molecular signature of many non-B HIV-1 subtypes- for the viral resistance to six  PIs 

(SQV, IDV, RTV, NFV, APV and LPV). This Leu to Met polymorphism is the same of 

its neighbor amino acid (aa.) 90, conferring primary resistance to Saquinavir (SQV) 

and Nelfinavir (NFV). Site-directed mutageneses were performed over plasmid-

cloned drug susceptible protease genes of subtype B and F (Bwt and Fwt), to 

respectively create and reverse the M polymorphism of aa. 89; as well for the 

creation of L90M mutation. All the constructs were phenotyped in quadruplicates for 

PI susceptibility by MT-4 cell –MTT based cell viability assay. Their replicative 

capacity were also accessed by replicative competition assay (fitness assay). The 

L89M mutation conferred 4.5-, 2-, 6-, 4.7-, 4.5- and 3.4-fold increases in EC50 for IDV, 

SQV, NFV, RTV, APV and LPV respectively, on Fwt 89M 90L virus; comparable to 

the fold resistance values obtained with Bwt 89L 90M virus. Surprisingly, Bwt 89M 

90L clone behaved phenotypically similar to the susceptible Bwt 89L 90L virus for the 

latter four PIs. The Fwt 89M 90L also showed a replicative fitness comparable to the 

PI-susceptible Bwt 89L 90L and were more fit than its counterpart Bwt 89M 90L. 

Computational molecular dynamics analysis of F and B subtype proteases have 
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pointed significant differences between them for the hydrogen bond between the 

catalytic residue Asp25 and the hydroxyl group of Nelfinavir, besides differences in 

the PI positioning under the protease cleft. The L89M mutation impacts phenotypic 

resistance to SQV, NFV, RTV, APV and LPV differently for F and B clade viruses. 
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10.4 Trabalho IV 

 

J. Mol. Graph. Mod., 2005, em preparação 

 

Differences Between Crystal and Solution 3D Structures of HIV p17: 

a Molecular Dynamics Study 

 

Hugo Verli, Alexandre Calazans, Rodrigo Brindeiro, Amilcar Tanuri, Jorge A. 

Guimarães 

 

RESUMO 

The matrix protein p17 (MA) is a product of proteolytic cleavage of the gag gene 

encoded polyprotein and is formed when HIV particles undergo the process of 

maturation. The MA protein is associated with the inner surface of the viral 

membrane and determines the overall shape of the virion. Previous studies have 

shown the existence of trimers of MA in solution and in the crystalline state. However, 

important structural differences could be observed in the p17 structure determined by 

NMR and crystallographic methods, as the C-terminal helix partial unfolding in 

solution structure. Since this helix is responsible for the anchoring of several HIV 

particle proteins, the understanding of its structural properties is a necessary 

upcoming in order to elucidade the molecular details of HIV maturarion. In this 

context we use molecular dynamics (MD) simulations to describe the p17 solution 

structure, using both the NMR and crystallography determined structures as starting 

points for the simulations. The 10.0ns MD trajectories obtained indicates a partial 

unfondilg of the C-terminal helix when the crystallographic structure is simulated in 

solution conditions, while the NMR structure is quite stable. These results suggest 

that the p17 folding can be influenced by crystal packing. As a consequence, the p17 

function should be observed at the atomic level considering the existence of a C-

terminal loop, instead of a rigid helix, a feature that accommodates more flexible and 

inducible interactions, as well as macromolecular assemblings.  
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10.5 Trabalho V 

 

Carbohydr. Res., 2005, em preparação 

 

Molecular Dynamics Simulation Galactan and Fucan in Aqueous 

Solution 

 

Camila F. Becker, Paulo A. S. Mourão, Jorge A. Guimarães, Hugo Verli 

 

RESUMO 

Molecular dynamics (MD) simulations on galactan and fucan decasaccharides 

were carried out, using explicit water models, in order to propose the 3D structure of 

each molecule in solution. The effect of both 1C4 and 4C1 chair forms on the 

polysaccharide conformation were evaluated. The glycosidic linkage energy map for 

sulfated and non-sulfated saccharides, the ligand-solvent interactions, and the global 

structure of each compound are related to its anticoagulant activities and compared 

to heparin properties. 
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