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Estudo das Interacoes dos Modelos
da Proteina ATP7A no Mecanismo
de Resisténcia a Cisplatina
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Introducéo

Um quimioterapico muito utilizado no tratamento de
diversos tipos de cancer € o cis- diaminodicloroplatina (II),
conhecido por cisplatina, que ¢ um composto inorganico
neutro e possui geometria quadratico plana( figura 1).
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Figura 1: Estrutura da cisplatina

A resisténcia a cisplatina limita drasticamente seu
uso e estd associada, entre outros fatores, a reducdo da
acumulacdo intracelular da droga o que  pode estar
relacionada a interacdes com varias biomoléculas
tioladas, como por exemplo a proteina ATP7A (Figura
2), que ¢ o foco desse estudo. A proteina ATP7A tem
40280 atomos e alguns dominios de ligagdo a metais,
sendo responsavel pelo controle de ions metalicos no
organismo, principalmente ions de cobre e magnésio.
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Figura 2: Proteina ATP7A! (1Y3J)

Métodos

Célculos computacionais utilizando o programa
Gaussian 09 e a metodologia hibrida QM/MM com o
método ONIOM?, foram feitos para a reagao entre o sitio
ativo do quinto dominio de ligagdo a metais da proteina
ATP7A e a csplatina. A opgao pela metodologia ONIOM
se fez necessaria uma vez que a estrutura quimica/
eletronica ¢ grande, e a0 mesmo tempo que ¢ necessario
contemplar o ambiente da proteina, precisamos avaliar a
termodinamica e cinética da formagao de novas ligagdes
quimicas, o que ¢ competéncia da quimica quantica.
A escolha do quinto dominio de ligacdo a metais se
deve a presenca de dois aminoacidos do tipo cisteina,
identificados na estrutura depositada no pdb por cys'* ¢
cys'’, que apresentam uma conformacao passivel de ser
realizar uma coordenagdo de forma bidentada com o
metal (Cu?* ou Pt*") e caracterizando assim uma estrutura
termodinamicamente mais estavel. O quinto dominio
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possui 1194 atomos e foi dividido em duas camadas de
nivel de calculo, tratadas com métodos computacionais
diferentes. A camada alta, ¢ evidenciada na Figura 3, com
modelo “pau-bola “ foi tratada com quimica quantica,
por meio do nivel de calculo DFT (funcional pbelpbe)
e fungdes de base 6-31g(d,p), exceto para a platina, que
foi definida com o pseudopotencial LanL2DZ. A camada
baixa foi tratada com mecénica molecular, com uso do
campo de forca UFF e é apresentada com modelo de
“varetas”.

Figura 3: Divisdo da estrutura do quinto dominio da ATP7A através da
metodologia hibrida QM/MM: camada alta(a) e camada baixa(b).

Resultados e Discussoes

Inicialmente foram feitos calculos de otimizagdo
de geometria e analise vibracional para as estruturas
envolvidas na possivel reacdo entre a cisplatina e o quinto
dominio de ligagdo a metais da proteina ATP7A. Partindo
das contribui¢des energéticas de cada reagente ¢ cada
produto, foram calculados os pardmetros termodinamicos
das reacdes globais, considerando a desprotonagdo ou ndo
do grupo tiol das cisteinas. No caso da desprotonagao,
ha possibilidade de duas reac¢des diferentes, produzindo
HClou H" e CI, e essas reacdes estio representadas pela
equagdes 1 e 2 :
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cis-Pt(NH3),Cl, + ATP7A [(NH;3),Pt(S,)ATP7A]+ 2 HCI
Equagédo 1

cis-Pt(NH;3),Cl, + ATPTA  ——» [(NH3),Pt(S;)ATP7A]+2 ClI' +2 H'
Equagdo 2

Em meio biologico, ¢ de se esperar que as
espécies estejam dissociadas, entretanto a presenca
de ions na equacdo quimica, e tratados na aproximagao
da fase gasosa trara resultados superestimados para as
energias dos produtos em relagdo as do reagente. Se nao
houver a desprotonagdo, havera apenas a formagdo de
dois ions cloreto, como mostrado na equagdo 3. A
desprotonacao ou nao dos grupos tiol dependerd do pH
do meio onde ocorre a reagdo.’

cis-Pt(NH;),Cl, + ATPTA  —— [(NH;),Pt(S,H,)ATP7A]2+ 2 CI"
Equagio 3

As estruturas otimizadas do quinto dominio da
proteina ATP7A e desse dominio coordenado a cisplatina
(representando os produto final da substitui¢do) estdo
representados na Figura 4:

Figura 4: Estruturas otimizadas: a) do quinto dominio da proteina ATP7A
b) do quinto dominio da proteina ATP7A coordenada a cisplatina

Edigao Especial XVIII SBQT Jul / Dez de 2015



, .

A estrutura da proteina ¢ simplificada na Figura 4,
para verificar com mais facilidade a estrutura da camada alta,
onde ocorre a reagdo. O produto, mantém a coordenagdo
quadratico-plana ao redor da Platina e a coordenagdo nio
provoca grandes distor¢des na proteina.

Os dados termodindmicos obtidos para cada reagao
estdo mostrados abaixo, na tabela 1:

Tabela 1. Dados termodinamicos para as equagdes quimicas 1, 2, e 3.

Equacio AH(kcal/mol) AG(kcal/mol)
1 +34,92 +30,35
2 +714,60 +339,30
3 +307,89 +306,90

De acordo com estes resultados, as reagdes sao nao
espontaneas, indicando de forma incipiente que as reagdes
ndo ocorreriam nas condi¢des simuladas. Como se pode
observar pela tabela 1, a equagdo 1 apresenta valores
bem inferiores aos encontrados para as equagdes 2 ¢ 3.
Isso pode ser explicado pela auséncia de espécies i0nicas
nessa equagdo, ao contrario das equagdes 2 e 3. Como
os calculos foram realizados em fase gas, a presenga
de espécies i6nicas faz com que os valores encontrados
fiquem superestimados. Quanto maior o nimero de
espécies i0nicas, maiores sdo os resultados obtidos. Os
mesmos calculos anteriores foram feitos com o Cu(Il)
isolado, no lugar da cisplatina uma vez que esta ¢ a fungdo
bioldgica reconhecida da proteina. Novamente os dados
termodindmicos apontaram reagdes endotérmicas e nao
espontaneas, sendo que para a reagdo onde os grupos tiol
estdo protonados os valores obtidos foram AH= 6493,5
kcal/mol e AG= 5798,5 kcal/mol e para a reagdo onde
os grupos desprotonados os valores foram AH =6886,9
kcal/mol e AG= 6196,3 kcal/mol. Desta forma, o modelo
computacional ainda precisa ser otimizado para
definicdo mais adequada se as reagdes com a cisplatina
¢ ATP7A ocorrerdo em meio bioldgico colaborando entdo
para a resisténcia deste farmaco.

Novas estratégias computacionais estdo sendo estudadas
para contornar esse problema da superestimacao dos valores
e vao ser colocadas em pratica. Esses resultados indicam uma
reacdo endotérmica, onde foi necessario um fornecimento de
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energia as moléculas reagentes para haver quebra de ligagdes
e formagdes de novas, o que ¢ explicado pela maior presenga
de ligacdes intramoleculares nas moléculas reagentes em
relagdo as moléculas dos produtos nas trés reagdes Os
pardmetros cinéticos da reagdo dependem da estrutura de
estado de transigdo caracterizada, o que ainda esta sendo um
desafio. Varias tentativas de se encontrar os estados de
transi¢do estdo sendo realizados, além de novos célculos
incluindo outros procedimentos como: (i) diminui¢do do
tamanho da camada alta; (ii) inclusdo do solvente e (iii)
estudos de outros sitios ativos da proteina ATP7A, para que
se tenha uma visao geral do possivel envolvimento ou nio da
proteina no mecanismo de resisténcia ao farmaco cisplatina.

Conclusoes

A espontaneidade de uma reacdo quimica depende
de diversos parametros e a combinacdo entre eles.
A reagdo entre a proteina ATP7A e a cisplatina ¢ uma
reacdo que ocorre em meio bioldgico, com a presenga
de diversos solventes, que interagem com as moléculas
participantes da reagdo. A inser¢do do solvente nos
calculos computacionais ¢ de grande valia e ja estd sendo
realizada, para que se possa obter uma conclusdo mais
precisa sobre a ocorréncia ou nao dessa reagao.
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