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Resumo

A Ricinus communis, planta conhecida no Brasil como mamoneira, tem ganhado atencdo da
industria, midia e governos, em razdo das propriedades de seus derivados, em especial a ri-
cina e o 6leo ricinoleico. Esse tltimo, corresponde 90% do 6leo total que é extraido da semente
do fruto e apresenta uma importante economia para a industria quimica. J4 a ricina, é uma
potente toxina capaz de inativar de forma eficiente ribossomos eucariéticos. E constituida de
duas subunidades, a RTA e a RTB. Funcionalmente a RTB é responsével pelo reconhecimento
e internalizacdo da ricina nas células-alvo e a RTA pela catdlise da depurinacdo da adenina
4324 localizada na regido Sarcin-Ricin Loop do rRNA 28S. Devido a sua citotoxicidade, faci-
lidade de extracdo e purificacdo, a ricina é classificada como agente de ameaga bioldgica de
categoria B segundo o Centro de Controle e Prevencdo de Doenca (CDC), preocupando autori-
dades mundiais pelo seu potencial uso como arma biolégica. Dessa forma, o desenvolvimento
de uma antitoxina seria uma importante conquista farmacéutica e biotecnolégica. Porém, a
grande dificuldade em projetar inibidores capazes de agir eficientemente como bloqueadores
da RTA se atribui a compreensdo incompleta do seu mecanismo de reacdo. Com a finali-
dade de obter um maior esclarecimento acerca do mecanismo de acdo da RTA, foi realizado
neste trabalho de dissertacdo um estudo teérico utilizando a Dindmica Molecular (DM) para
o monitoramento da interagdo da subunidade catalitica RTA com um anélogo do substrato
natural. Também foram realizados célculos de Quimica Quantica por meio de Descritores de
Reatividades (DR) baseados na Teoria Funcional da Densidade Conceitual (CDFT). Em suma,
a trajetéria de DM revelou as principais ligagdes de hidrogénio presentes no sitio ativo da RTA
entre os residuos Val81, Argl80 e Gly121 com a adenina alvo do ligante mimico. Além disso,
evidenciou a ligacdo de hidrogénio que ativa a adenina alvo ao longo de toda simulagdo. As
interagOes atrativas de estabilizacdo da adenina pelos residuos Tyr80, Tyr123, Val81, Gly121
e Glu208 e interagdes repulsivas pelos residuos Glul77 e Trp211, foram identificadas pelo
estudo da energia de interacdo. Foi reconhecido ainda o residuo 332 como dgua catalitica
do mecanismo. Por fim, os descritores de reatividade apontaram para um mecanismo de
acdo da RTA onde hd uma susceptibilidade ao ataque eletrofilico na adenina alvo por meio
do residuo Argl80, uma estabilizacdo da adenina em um empilhamento 7t entre os residuos
Tyr80 e Tyr123 e uma propensdo do Glul77 em ativar a 4gua catalitica doando densidade de
elétrons e recebendo um préton.

Palavras-chave: RTA, Sitio ativo, Mecanismo de a¢do, Dindmica molecular, Descritores de

reatividade.



Abstract

Ricinus communis, a plant known in Brazil as castor bean, has gained attention from in-
dustry, media and governments, due to the properties of its derivatives, especially ricin and
ricinoleic oil. The latter corresponds to 90% of the total oil that is extracted from the seed of
the fruit and presents an important saving for the chemical industry. Already ricin is a potent
toxin capable of efficiently inactivating eukaryotic ribosomes. It consists of two subunits, RTA
and RTB. Functionally, RTB is responsible for the recognition and internalization of ricin in
the target cells and RTA for the catalysis of the depurination of adenine 4324 located in the
Sarcin-Ricin Loop region of rRNA 28S. Due to its cytotoxicity, ease of extraction and purifi-
cation, ricin is classified as a category B biological threat agent according to the Center for
Disease Control and Prevention (CDC), worrying world authorities for its potential use as a
biological weapon. Thus, the development of an antitoxin would be an important pharmaceu-
tical and biotechnological achievement. However, the great difficulty in designing inhibitors
capable of acting efficiently as RTA blockers is attributed to the incomplete understanding of
its reaction mechanism. In order to obtain further clarification about the mechanism of action
of RTA, a theoretical study was carried out in this dissertation using the Molecular Dyna-
mics (DM) to monitor the interaction of the RTA catalytic subunit with a natural substrate
analog. Quantum Chemistry calculations were also performed using Reactivity Descriptors
(DR) based on the Functional Theory of Conceptual Density (CDFT). In short, the DM tra-
jectory revealed the main hydrogen bonds present in the active site of the RTA between the
Val81, Argl180 and Gly121 residues with the target adenine of the mimic ligand. In addition,
it evidenced the hydrogen bond that activates the target adenine throughout the simulation.
The attractive interactions of adenine stabilization by residues Tyr80, Tyr123, Val81, Gly121
and Glu208 and repulsive interactions by residues Glul77 and Trp211, were identified by the
study of the interaction energy. Residue 332 was also recognized as catalytic water in the
mechanism. Finally, the reactivity descriptors pointed to an RTA mechanism of action where
there is a susceptibility to electrophilic attack on the target adenine through the Argl180 resi-
due, a stabilization of the adenine in a 7t stack between the Tyr80 and Tyr123 residues and
a Glul77 propensity to activate catalytic water by donating electron density and receiving a
proton.

Keywords: RTA, Active site, Mechanism of action, Molecular dynamics, Reactivity descrip-

tors.



Conteuido

Agradecimentos
1 Introducdo

2 Objetivos
21 ObjetivoGeral . . .. ... ...
2.2 Objetivos Especificos . . . . ... .. ... L

3 Referencial Teérico

3.1 Caracteristicas Bioquimicas da Ricina . . . ... .... ... ... .. .. .. ..
32 Imibidoresda RTA . . . ... ... ... ... ... . ... . ... .
321 AndlogosdeSubstrato . . . . . ... ... L oo oo
3.2.2 Anélogos do Estado de Transicdo . . . ... .................
323 AnélogosdeProduto . .............. . ... ... ..
33 Mecanismode AcdodaRTA . . . . . . . . .. .
34 Simulacdo Molecular . . . . .. ... ..
3.4.1 Dindmica Molecular . . . .. ... ... ... .. ... .. . 0L
3.4.2 Descritores de Reatividade . . . ... ... ... ... ... .......

4 Metodologia

41 Preparacdodaestrutura . .. ... ... ... .. ... o oo
42 Dindmica Molecular . . . ... ... ... ... L
43 Andlise da trajetéria . . . .. .. ... L L
44 Descritores de Reatividade . . . .. ... ... .. ... ... . o 0 L.

5 Resultados e Discussao

5.1 Dindmica Molecular . . . . . . . . . .

12
13
13
14
15
16
16
18



6 Conclusio

7 Perspectivas

v

49

51



Lista de Figuras

3.1

3.2

3.3

34

3.5

3.6

4.1

4.2

(A) rRNA ribossdmico 28S, com destaque para a regido SRL. (B) Estrutura tri-
dimensional da regido SRL, ilustrando como A* a adenina alvo A4324. Fonte:
(A) Nlustragdo adaptado da referéncia [11]. (B) Ilustragdo desenvolvida pela autora, utilizando o software VMD [12] e
estrutura tridimensional com c6digo PDB430D. . . . . . . . . . . .. o0 00000 e e e
(A) Estrutura tridimensional da ricina. Em azul gelo a cadeia A da ricina (RTA),
em vermelho a cadeia B (RTB). (B) Dominios da ricina. Os dominios da RTA
estdo codificados como: dominio I em laranja , dominio II em verde e dominio
III em azul. Os dominios da RTB estdo codificados como: dominio I em amarelo
e dominio II em vermelho. Fonte: Ilustragdo desenvolvida pela autora, utilizando o software VMD [12] e
estrutura tridimensional com c6digo PDB2AAL . . . .« « o o 0 0 0 0 0 0 e e e e e e e e e e
Resumo representativo do processo de internalizagdo da ricina na célula. Fonte:
Retirado da referéncia [27] . « « v v v 0 v i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Estrutura quimica do ligante formicina 5’-monofosfato (FMP). Fonte: Imagem do RCSB
PDB[2 [, PDBID:BRTL . o« v v v v e e et e e e e e e e e e e e e e e
(A) Mecanismo de agdo da RTA proposto por Lord e colaboradores [5]. Fonte:
Ilustragdo desenvolvida pelaautora. . . . . . . . . . . . . L L o0 00 e e e e e e e e e e e
Mecanismo de agdo da RTA proposto por Schramm e colaboradores [44]. Fonte:

Ilustracdo desenvolvida pelaautora. . . . . . . . . . . . . L L o000 0 e s e e e e e e e

Estrutura quimica do ligante 9-DA, com destaque para o monémero enumerado
de 2. Fonte: Imagem do RCSBPDB [2], PDBID:3HIO. . . . . . . . . ¢ v v v v v v v v v v v v v v o
Nomenclatura dos d&tomos do mondmero 2 apés a edi¢do e parametrizagdo do
ligante. Fonte: Ilustracdo desenvolvida pela autora, utilizando o software VMD [3] e estrutura tridimensional com

co6digo PDB3HIO. . . . v v v v e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e



4.3

51

52

53

54

55

5.6

5.7

5.8

Caixa ctbica de simulagdo. Ao centro da caixa estd ilustrado o complexo RTA-
C2X codificado de acordo com suas estruturas secundarias. Ao redor do com-
plexo estdo as moléculas de dgua (transparente) e os ions CI” (verde) e Na*
(roxo). Fonte: Ilustracdo desenvolvida pela autora, utilizando o software VMD [3] e estrutura tridimensional com

c6digo PDB3HIO. . . . v v v v e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

RMSD da simulagdo de dindmica molecular em triplicata. Em magenta claro a
1° DM, em azul marinho a 2° DM e a 3° DM em ciano claro. Estado ilustradas
também a médias das respectivas dindmicas. Fonte: Resultado da dissertagdo, 2020. . . . . .
(A) Ligacdes de hidrogénio do dominio I. (B) Ligagdes do dominio II. (C)
Ligagdes do dominio III. Os atomos ao lado esquerdo do simbolo (- -) sdo
os dtomos aceptores de hidrogénio, e os ao lado direito os doadores. O va-
lor médio da distancia de ligacdo de hidrogénio estdo indicados ao lado das
fragdes de frames correspondentes a presenca de ligagcdo de hidrogénio. Fonte:
Resultado da dissertagdo, 2020. . . .« . « v v v h v e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Ligacoes de hidrogénio do sitio ativo da RTA com os residuos Val81, Argl80 e
G1y121 . Fonte: Resultado da dissertagdo, 2020. . . . . . . . « « v o 0 v e e e e e e e e e e e
Energia de interacdo total entre o ligante C2X com a RTA. Fonte: Resultado da dissertago,
20200 . e e e e e e e e e e e e e e e
Energia de intera¢do entre os residuos do sitio ativo da RTA com o ligante C2X.
Fonte: Resultado da dissertacdo, 2020. . . . . . . o .« o L e e e e e e e e e e e e e e e e
[lustracdo da dgua catalitica orientada entre o Glul77 e C11 da adenosina. Fonte:
Resultado da dissertagdo, 2020. llustraco desenvolvida pela autora, utilizando o software VMD [9], e estrutura tridi-
mensional com c6digo PDB3HIO. . . . . . . . o 0 0 0 0 0 0 v s s s e e e e e e e e e e e e e e
Diferenca entre susceptibilidades de ataque eletrofilico e nucleofilico para o
sitio ativo da RTA. Fonte: Resultado da dissertacao, 2020. Tlustragio desenvolvida pela autora, utilizando o
software Pymol . . . . . . . L L o L e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Dureza por atomos do sitio ativo da RTA, obtido por meio do descritor de
reatividade de Dureza IOCB_L Fonte: Resultado da dissertacdo, 2020. Ilustrag¢do desenvolvida pela autora,

utilizando o software Pymol . . . . . . . . . L L oL L oo o s e e e e e e e e e e e e

Vi



Capitulo

Introducao

A Ricinus communis, popularmente conhecida no Brasil como mamoneira, carrapateira,
ricino e palma-de-cristo, é uma planta perene nativa de regides tropicais e subtropicais do
mundo, uma das 7.000 espécies da familia das Euforbidceas, origindria da Etidépia, no con-
tinente africano. A mamona possui destaque na economia devido a ampla variedade de
produtos que pode fornecer. Esses produtos vdo desde o 6leo de ricino e seus derivados, até
produtos gerados da extragdo desse 6leo [1].

O ¢6leo extraido de suas sementes (sem casca) compreende 90% de acido ricinoleico. Suas
caracteristicas fisico-quimicas, como a presenca de insaturacdo e hidroxilas em sua estrutura
quimica, lhe confere alta solubilidade em etanol e alto poder de lubricidade, representando
na industria de combustiveis uma importante fonte para produgdo de biodiesel. Ja na indus-
tria quimica, a fabricagdo de plasticos, fibras sintéticas, manufaturas de cosméticos, sabdes,
polimeros, esmaltes, corantes, desinfetantes aderentes, resinas e lubrificantes de aeronaves
militares, registraram uma demanda no mercado que chegou a uma valorizagdo de 300% do
acido ricinoleico nos dltimos 10 anos.[2].

A extragdo do 6leo ricinoleico gera dois importantes coprodutos, a casca do fruto e a torta
(produto do processamento do fruto). Esses coprodutos sdo de grande interesse industrial
pois estudos mostraram que para cada 1 kg de 6leo de mamona extraido sdo gerados apro-
ximadamente 1,31 e 1,13 kg de casca do fruto e torta, respectivamente. Isso torna de extrema
relevancia a criagdo de um destino que lhes agregue valor econémico [3], tendo em vista que
a producdo anual desse 6leo aproxima-se de 1,5 milhdo de toneladas.

A torta da mamona é utilizada, em geral, como adubo organico pois possui um alto teor
de nitrogénio, além de ser usada também no controle de nematoides do solo. Outro destino

com um maior valor agregado para estes coprodutos seria a produgdo de ra¢do animal, uma



vez que a torta apresenta um alto teor de proteina bruta de quase 30% e a casca ser uma
excelente fonte de fibras [3]. No entanto, o uso da torta vem sendo comprometido devido
a presenca de uma proteina especifica, a ricina. Uma potente citotoxina inibidora da sintese
proteica, produzida no endosperma da semente de mamona.

A ricina é uma proteina inibidora de ribossomos (RIP tfype-2). Sua estrutura consiste em
duas subunidades, a ricina toxina A (RTA), subunidade catalitica, e a ricina toxina B (RTB),
subunidade de lectina. Mediante a sua alta toxicidade, estabilidade, facilidade de extracao
e disponibilidade, a ricina é classificada como um agente téxico de categoria B, segundo o
Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), sendo considerada uma das substancias
mais toxicas existente [4, 5].

A dose letal em humanos foi estimada em 1,78 mg para um adulto médio, entretanto, sua
toxicidade depende da via de exposi¢do: inalagdo, injecdo ou ingestdo oral. Sendo a inalagdo
a via mais potente de envenenamento. A dose letal mediana por inalagdo (DL50) é de 3 a 5
ng/kg, enquanto a DL50 oral é de 20 mg/kg [6].

Ainda sem antidoto conhecido, a ricina é fonte de preocupacao para autoridades mundiais
em razdo do seu potencial uso como arma biolégica. Desde a antiguidade hé narrativas de
envenenamento utilizando a ricina. A histéria relata seu uso como arma biolégica na primeira
guerra mundial, segunda guerra mundial, guerra fria e atualmente ela é usada por grupos
terroristas e ativistas [7].

Por outro lado, a cadeia A da ricina vem sendo bastante estudada no campo da terapia
do cancer com a aplicagdo de imunotoxinas (ITs). A RTA é a toxina vegetal mais comumente
usada na construcdo de ITs [8, 9]. Os procedimentos tradicionais no tratamento do cancer,
como radioterapia, quimioterapia e cirurgia tém algumas limitacdes e causam efeitos colate-
rais bem graves. Dessa forma, as imunotoxinas representam uma técnica com possibilidade
de aumentar a seletividade de agdo, no entanto essa é uma drea que ainda se encontra em
desenvolvimento [6].

Em vista das dificuldades econémicas bem como o risco a seguranca postos pela ricina,
o desenvolvimento de uma antitoxina é uma importante meta farmacéutica e biotecnoldgica.
No entanto, a compreensdo incompleta do mecanismo de reagdo resulta na falha em projetar
um inibidor eficaz para esta toxina.

Da perspectiva de ensaios in vitro e in vivo, diversas estruturas quimicas ja foram testadas
como inibidores para a ricina [10], porém estes estudos apresentam alto custo financeiro e sdo
bastante laboriosos. Em contrapartida, a Modelagem Molecular pode auxiliar no esclareci-

mento de mecanismos de reagdo, bem como auxiliar na busca por inibidores de uma maneira



rdpida e barata em comparagdo com o método tradicional por sintese quimica. Os ensaios
in silico sdo realizados em terminal computacional, e a energia de ligagcdo entre o ligante e o
receptor é utilizada como critério de indicagdo para diferenciar inibidores ativos de inativos.
Neste trabalho de dissertacéo, foi utilizado a Dindmica Molecular para monitorar a interagdo
da subunidade catalitica RTA com um ligante mimico ao substrato natural rRNA 25S. Também
foi empregado cédlculos de Quimica Quantica através de Descritores de Reatividades (DR)
para caracterizar teoricamente o sitio ativo da ricina com fundamentos quimicos da Teoria

Funcional da Densidade Conceitual (CDFT).
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Capitulo 2

Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar teoricamente as interagdes do sitio ativo da RTA com um ligante andlogo ao
substrato natural rRNA 28S, por meio de Dindmica Molecular e dos Descritores de Reativi-
dades baseados na Teoria Funcional da Densidade Conceitual, afim de avaliar especificidades

do mecanismo de acdo da RTA.

2.2 Obijetivos Especificos

¢ [dentificar uma estrutura PDB da RTA em conformacéao catalitica;

¢ Obter um andlogo do substrato natural bem posicionado no sitio ativo, por meio da

edigdo de atomos do ligante 9-DA;
* Avaliar interagdes in silico utilizando andlises da trajetéria da dinamica molecular;

* Especificar particularidades do sitio ativo da RTA, bem como do seu mecanismo de

reacdo com auxilio dos Descritores de Reatividade.



Capitulo

Referencial TeOrico

Proteinas Inativadoras de Ribossomo (RIPs) sdo um grupo de proteinas cataliticas que
atuam no RNA ribossémico (rRNA) de forma destrutiva [1]. As RIPs tém uma ampla distribui¢do
na natureza, entretanto, sdo encontradas principalmente em plantas. Estudos evidenciam que
essas proteinas evoluiram para desempenhar um papel de defesa contra predadores, insetos
e patdgenos (virus, bactérias, fungos e vermes) [2, 3]. Essas proteinas toxicas sdo subdividi-
das em duas classes principais, a saber: RIP-typel, proteinas monoméricas, que se traduzem
em pequenas cadeias polipeptidicas de aproximadamente 30 kDa e atividade enzimética N-
glicosidase no rRNA; e as RIP-type2, proteinas heterodiméricas, compostas de uma cadeia A,
também com atividade N-glicosidase no rRNA, associada por ligacdo dissulfeto a uma cadeia
B néo catalitica, de aproximadamente 35 kDa [4]. A cadeia B das RIP-type2 possui proprie-
dades de lectina com especificidade para agticares, além de desenvolver o papel essencial do
reconhecimento celular para auxiliar a entrada da cadeia A na célula [5].

O mecanismo de acdo e muitos outros recursos estruturais e funcionais das RIPs ainda
ndo foram totalmente compreendidos. No entanto, pesquisas realizadas forneceram algumas
informagdes valiosas com relacdo a essas questdes. Estudos revelaram que as RIPs possuem
uma superficie de ligacdo carregada positivamente, empregadas para reconhecer e se ligar
as moléculas de rRNA, que ocorrem negativamente [6]. Essa superficie positiva é composta
principalmente por residuos de ARG, possibilitando inferir que as interagdes eletrostaticas
conduzam o reconhecimento do substrato e a formag¢do do complexo RNA-enzima. Residuos
acidos como ASP e GLU também sdo abundantes nessas proteinas [7]. Além das intera¢des
eletrostdticas predominantes, foi demonstrado ainda que as interagdes aromaéticas entre as
cadeias laterais de TYR, TRP e PHE também estdo fortemente envolvidas na ligacdo RNA-

enzima [8].



Dois sitios de ligacdo foram propostos para as cadeias cataliticas das RIPs [9]. O primeiro
sitio é o de identificagdo do substrato RNA, o segundo sitio é onde ocorre a rea¢do de hidrolise
especifica. A atividade catalitica das RIPs foi descoberta pela primeira vez com a ricina por
Endo e colaboradores [10]. Ambas as RIPs, typel e type2, mostraram uma atividade catalitica
de depurinagdo comum e especifica na adenina 4324 (A4324), inserida no motivo GAGA da
regido denominada Sarcin-Ricin Loop (SRL), localizado na porg¢do 285 do RNA ribossomico,

Figura 3.1.
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Figura 3.1: (A) rRNA ribossdmico 28S, com destaque para a regido SRL. (B) Estrutura tridi-
mensional da regido SRL, ilustrando como A* a adenina alvo A4324.
Fonte: (A) Ilustracdo adaptado da referéncia [11]. (B) Ilustracdo desenvolvida pela autora, utilizando o software VMD [12] e estrutura

tridimensional com cédigo PDB 430D.

A Ricina é a Proteina Inativadora de Ribossomo mais notével, produzida principalmente
no endosperma da semente de Ricinus communis, popularmente conhecida como mamoneira.
Foi identificada pela primeira vez por Peter Hermann Stillmark em 1888 [13]. A sua atividade
enzimdtica no rRNA 28S foi especificada por Endo e colaboradores em 1987 [10], e outros
estudos subsequentes [14-16] confirmaram a atividade de depurinacdo da ricina no rRNA,

A4324 especificamente, substrato comum a todas as RIPs.



3.1 Caracteristicas Bioquimicas da Ricina

Pertencente a familia das RIP-type2, a ricina é um heterodimero AB, denominado respec-
tivamente de Ricina Toxina A (RTA) e Ricina Toxina B (RTB), que se unem por uma tnica
ligacdo dissulfeto. Cataliticamente ativa, a cadeia A é uma N-glicosidase e a cadeia B uma
lectina especifica de galactose e N-acetilgalactosamina [17].

A estrutura tridimensional da ricina foi resolvida por meio de ensaios cristalograficos
de raio-X, a priori em 2,8 A e refinada para 2,5 A [18, 19]. Ambos os modelos permiti-
ram o entendimento a um nivel mais detalhado da estrutura tridimensional da ricina. De
forma subsequente, trabalhos envolvendo clonagem e expressdo heteréloga proporcionaram
a elucidagdo da estrutura tridimensional da RTA isolada, primeiramente em resolucdo de 2,5
A e posteriormente a 2,3 A e 1,8 A [20-22].

A RTA possui 267 aminoécidos que se enovelam em trés dominios, Figura 3.2. O dominio
I compreende os residuos do 1 ao 117 e é governado pelas folhas-f, os residuos de 118 ao 210
formam o dominio II e é dirigido pelas a-hélices, e por fim o dominio III que compreende
os residuos de 211 ao 267. O dominio III da RTA interage com os dois dominios da RTB e a
ligacdo dissulfeto é formada entre o residuo 259 da cadeia A e o residuo 4 da cadeia B [18].

E possivel observar, Figura 3.2, que a RTA contém em sua estrutura 7 a-hélices, totalizando
por volta de 80 residuos de aminoacidos, o que significa que cerca de 30% da proteina é

helicoidal e contém 5 folhas-B, sendo cerca de 15% da estrutura [18].



(A) (B)

Figura 3.2: (A) Estrutura tridimensional da ricina. Em azul gelo a cadeia A da ricina (RTA),
em vermelho a cadeia B (RTB). (B) Dominios da ricina. Os dominios da RTA estdo codificados
como: dominio I em laranja , dominio II em verde e dominio III em azul. Os dominios da
RTB estao codificados como: dominio I em amarelo e dominio II em vermelho.

Fonte: Ilustragdo desenvolvida pela autora, utilizando o software VMD [12] e estrutura tridimensional com cédigo PDB 2AAL

Foi demonstrado que uma molécula de RTA é capaz de inativar 1500 ribossomos por
minuto em um ensaio com ribossomos livres de células [23, 24]. No entanto, a depurinagdo
em sistemas baseados em células ocorre a uma taxa mais baixa do que em sistemas livres
de células. Na célula, hd um intervalo de tempo necessdrio para a captagdo da toxina e seu
transporte intracelular até que seja alcangado o substrato de rRNA. As taxas de depurinagdo
sdo dificeis de comparar entre experimentos in vivo e in vitro, além disso, essas podem diferir
entre os tipos de células [14, 25, 26]. No entanto, pode-se julgar que a depurinacdo induzida
pela ricina é um processo enzimético muito rapido [27].

A toxicidade da ricina varia de acordo com a rota de entrada no organismo, podendo
ser por inalagdo, inje¢do intravenosa, injecdo peritoneal, injecdo subcutanea ou ingestdo oral,
sendo a inalacdo a mais letal [17]. No organismo, o transporte intracelular da ricina, Figura
3.3, inicia-se com sua cadeia B no reconhecimento dos receptores de carboidratos presen-
tes na superficie das células eucaritticas. Esses receptores contém residuos terminais de N-
acetilgalactosamina ou p-1,4-galactose [28]. A maioria das células eucaridticas sdo sensiveis

a ricina, uma vez que os residuos de galactosil sdo abundantes nas células. Além disso, essa
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toxina também pode ligar-se a células que carregam receptores glicanos do tipo manose [29].
Dessa forma, estima-se que 10°-10® moléculas de ricina possam se ligar na superficie da célula
[30].

Apbs a ligacdo da ricina aos receptores da superficie celular, a toxina é transportada para
o interior da célula por endocitose mediada por clatrina ou independente de clatrina para
atingir o sistema endossomal. A partir da internalizagdo, a ricina trafega para os endossomos
iniciais, podendo seguir por trés rotas: (i) a toxina pode ser transportada de volta a superficie
da célula em uma forma aparentemente intacta [31], (ii) transportada pelos endossomos tar-
dios chegando ao lisossomos onde é degradada [32] ou (iii) seguir para o seu alvo catalitico.
Foi visualizado por microscopia eletronica que apenas cerca de 5% da ricina endocitada é
transportada para o Trans-Golgi Network (TGN) [33, 34], sofrendo posteriormente transporte
vesicular retrégrado do TGN para o reticulo endoplasmatico [35].

No reticulo endoplasmatico ocorre a reducdo da ligacdo dissulfeto que conecta as cadeias
A e B da ricina [36]. Essa redugdo é catalisada pela proteina dissulfeto isomerase (PDI) [37],
permitindo a liberagdo de RTA. Sugere-se que a reducdo auxilia na ativacdo da atividade
catalitica da RTA [38], pois a cadeia A liberada pode sofrer um desenovelamento parcial,
provavelmente necessario para a translocagdo da RTA para o citosol, onde, por vias normais,
deveria ser ubiquitinizada e degrada pelo proteassoma. No entanto, de maneira ndo bem
entendida, a RTA evita a degradacdo pelo proteassoma, sendo, em vez disso, ativada no
citosol para exercer seu efeito citotéxico [39].

Funcionalmente, a RTA catalisa a depurinacdo da adenina 4324, especificamente hidroli-
sando a ligagdo N-glicosidica entre a adenina e a ribose. Essa adenina se localiza no motivo
GAGA, da regido denominada Sarcin-Ricin Loop (SRL) no rRNA 285, subunidade ribossémica
eucaridtica. A depurinagdo dificulta a sintese de proteinas, logo, a homeostase da célula fica

comprometida [10, 28].
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Figura 3.3: Resumo representativo do processo de internaliza¢do da ricina na célula.

Fonte: Retirado da referéncia [27]

Estudos cristalograficos de raios-X [16, 40] e estudos de mutacdo direcionada [41, 42] iden-
tificaram varios aminodcidos importantes no sitio ativo da RTA. Entre eles, os residuos in-
variantes comumente relatados sio Glul177, Arg180, Trp211, Tyr80 e Tyr123. E afirmado na
literatura que os residuos Tyr80 e Tyr123 realizem interagdo de empilhamento 77 com o anel
da adenina alvo e que, quando comparados com a conformacao nativa (sem ligante), a Tyr80
rotaciona para acomodar o ligante. Este, por sua vez, estabelece interagdes do tipo ligacao de
hidrogénio com os residuos Val81, Gly121, Argl80, Glul77 e Glu208 [16]. O residuo Trp211
também foi proposto para desempenhar um papel importante no processo catalitico, no en-
tanto, seu papel é definido com uma participacdo nado especifica [43].

E significativo relatar que a rotacdo da Tyr80 define a RTA em duas conformagdes, de-

nominadas de aberta e fechada. Na forma aberta, a cadeia lateral da Tyr80 rotaciona para
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acomodar o substrato, enquanto na fechada essa rotagdo ndo ocorre deixando o sitio ativo in-
disponivel para intera¢des [44]. Em sua forma aberta a RTA apresenta dois sitios de ligagdes, o
primeiro apresenta especificidade ao substrato natural, a adenina, j& o segundo, ao qual sabe-
se, estd envolvido no reconhecimento de guanina, acomodando a base guanina da sequéncia

invariante GAGA [16].

3.2 Inibidores da RTA

E necessério o conhecimento exato sobre a agdo da ricina nas células para produzir inibi-
dores que funcionem com eficicia. Aparentemente a abordagem mais acessivel de controle da
citotoxicidade causada pela ricina seria bloqueando a RTB, pois inibiria a absorcdo da toxina
pela célula.

Andlises das estruturas de raios-X [19, 45] mostraram que o RTB é composto por dois
dominios relacionados: dominio I, residuos 1 ao 135, e dominio II, residuos 136 ao 262, Figura
3.2. Cada um desses dominios sdo compostos por trés subdominios. Os locais de ligagdo aos
residuos de galactosil sdo encontrados apenas em um subdominio de cada dominio, sendo
esses localizados nas extremidades opostas da RTB, separados por mais de 50 A [45, 46]. Além
disso, os sitios de ligacdo da RTB sdo relativamente pequenos [47] e exibem apenas ligagdes
fracas [48]. Com base nesses fatos, a RTB é um alvo ruim para o projeto de inibidores, uma vez
que manifestaria fraca capacidade de ligar-se ao inibidor. Fora isso, os locais de ligacdo ndo
podem ser bloqueados simultaneamente por moléculas pequenas devido as suas localizacdes
relativas, indicando que projetar inibidores eficazes para esses sitios de galactose polares e
superficiais é extremamente dificil.

Em contraste, a RTA tem dois grandes sitios que estdo préximos um do outro. Essa ca-
racteristica torna vidvel que uma molécula com duas metades se encaixe em ambos os sitios
simultaneamente. Os inibidores da ricina, como para qualquer outra enzima, podem ser clas-
sificados em trés classes; (i) andlogos de substrato, (ii) andlogos de estado de transicdo e (iii)
analogos de produto. Embora inibidores de todos essas classes tenham sido produzidos e
testados, ainda ndo existe um inibidor eficaz para a ricina. No entanto, o estudo desses inibi-
dores forneceram informacgdes valiosas sobre o local de ligacdo da ricina, residuos cataliticos,
além de realizarem excelentes previsdes sobre a natureza e o modo de ligacdo do substrato

natural e do o0 mecanismo catalitico.
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3.2.1 Analogos de Substrato

O formicina 5’-monofosfato (FMP), Figura 3.4, é o inibidor andlogo de substrato mais po-
pular para a ricina. Existem algumas diferengas estruturais entre o FMP e o substrato natural
da ricina, as quais o torna ndo hidrolisével e, assim, atuante como inibidor [16]. E importante
relatar que em contraste com a ligagdo N-glicosidica, nitrogénio-carbono, encontrada no subs-
trato natural, o FMP tem uma ligacdo carbono-carbono entre a base nitrogenada e a fragdo de

acgucar.

Figura 3.4: Estrutura quimica do ligante formicina 5’-monofosfato (FMP).
Fonte: Imagem do RCSB PDB [? ], PDB ID: 3RTIL.

A anélise das ligagdes [16] do FMP ao RTA prop6s um padrédo de ligagdes para o substrato
natural, em especial revelou muito sobre as intera¢des especificas do anel de adenina. A citar,
a interacdo no anel do FMP semelhante a adenina alvo, na forma de empilhamento 7 com
os residuos fenil, Tyr80 e Tyr123, a forte interagdo de ligacdo de hidrogénio com a Argl80 e,
ainda, duas ligacdes de hidrogénio com a Val81 [16].

Mesmo que o FMP ndo tenha sido eficaz como um inibidor competitivo no organismo
para a ricina, suas ligagdes forneceram fortes previsdes sobre a forma de ligagdo do substrato

natural.

3.2.2 Andlogos do Estado de Transicao
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Os inibidores Anélogos do Estado de Transicdo sdo considerados a classe mais poderosa
de inibidores para enzimas [49]. Com base no estado de transi¢do (ET) dissociativo, proposto
para a reagdo de hidrdlise catalitica da RTA [50], foram projetados, sintetizados e testados
alguns inibidores para essa toxina [44, 51-54], além do ET permitir o projeto de inibidores
para outras RIPs [40]. Contudo, esses inibidores projetados ndo foram eficazes.

O GA(9-DA)GA 2’-OMe ciclico, referido como 9-DA, é o inibidor andlogo do estado de
transicdo utilizado no estudo dessa dissertacdo. Mimetizador do estado de transicdo da 2'-
desoxiadenosina, o 9-DA consiste em uma sequéncia de tetranucleotideos que se assemelha a
alca SRL do motivo GAGA, do rRNA natural [44], com a adenina suscetivel a RTA substituida
pelo mimetizador DADMe-Immucillin-A e metilagdo nas hidroxilas das riboses. No entanto,
esse mimetizador ndo é um bom inibidor competitivo para a RTA, pois liga-se apenas 320
vezes mais forte que o substrato e tdo somente em pH préoximo de 4,0 (ndo sendo eficiente em
pH neutro).

Contudo, estudos sobre Analogos do Estado de Transi¢do forneceram pistas muito tteis
sobre o mecanismo de reagdo e sobre os residuos cataliticos [44]. Foi sugerido, bem como nos
Anaélogos de Substrato, uma ligagdo de empilhamento 7t para a adenina do substrato natural
com os residuos Tyr80 e Tyr123, uma forte ligacdo de hidrogénio entre a Argl80 e a adenina
também foi proposta. Na estrutura cristalina, uma potencial molécula de dgua catalitica foi
identificada pela primeira vez, encontrada bem posicionada entre Glul77 e o carbono reativo
do substrato. Argumentou-se que o Glul77 atua como a base no mecanismo catalitico para

ativar a molécula de agua de ataque [44].

3.2.3 Analogos de Produto

A adenina livre é um dos produtos da reagdo de depurinagao catalisada pela RTA. Sabendo
que essa toxina possui um sitio ativo especifico da adenina 4324, foram explorados vérios
inibidores compostos de anel tinico que imitam a por¢do adenina do substrato natural [55, 56],
isto é, o produto de adenina da reagdo. No entanto, nenhum desses inibidores foi considerado
eficaz contra a ricina, por apresentarem pobre interacdo eletrostatica com o local ativo da RTA.
Em geral, os inibidores andlogos de produtos ndo foram capazes de revelar informagdes tteis

sobre a ligacdo natural do substrato da RTA, tdo pouco sobre o mecanismo de reacao.
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3.3 Mecanismo de A¢ao da RTA

Embora o entendimento completo do mecanismo de reacdo catalisada pela ricina ainda
ndo tenha sido obtido, alguns mecanismos plausiveis foram propostos e todos eles partilham
comumente de algumas caracteristicas, a citar: (i) participacdo de uma molécula de 4gua no
mecanismo, (ii) ativacdo da molécula de dgua gerando um OH™ nucleéfilo, por meio de uma
desprotonagdo por um residuo de aminoédcido do dominio catalitico, (iii) protonagao da base
de saida e (iv) formacdo do fon oxocarbénio no intermediario de transigao.

Existem dois mecanismos amplamente aceitos pela literatura. O primeiro, proposto por
Lord e colabores [5], Figura 3.5, sugere-se que o 4tomo N3 da base é protonado pela Argl180
para facilitar a clivagem da ligacdo C1-N9. O ion oxocarbénio resultante, ou seja, o in-
termedidrio de transigdo € estabilizado por sua interagdo de emparelhamento de ions com
Glul77. Uma molécula de dgua é ativada pela Argl80, que extrai um préton e produz o
nucledfilo OH™. Esse, por sua vez, ataca o ion oxocarbénio para completar a reacdo. Esse me-
canismo foi proposto com base em experimentos de mutagénese dirigida [42] e as estruturas

cristalinas de andlogos de substrato ligados a ricina [16].
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Figura 3.5: (A) Mecanismo de agdo da RTA proposto por Lord e colaboradores [5].

Fonte: Ilustracdo desenvolvida pela autora.

No segundo mecanismo proposto por Schramm e colaboradores [44], Figura 3.6, sugere-se
que a base é protonada pela Argl80 em N3, da mesma forma que o primeiro mecanismo.
No entanto, nesse mecanismo o Glul77 atua como o gerador de nucleéfilo, ativando a dgua
catalitica abstraindo um préton, resultando na formagdo de acido glutdmico e de um ifon

hidroxila. A reacdo é concluida quando ocorre o ataque em C1 pela hidroxila.
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Figura 3.6: Mecanismo de agdo da RTA proposto por Schramm e colaboradores [44].

Fonte: Ilustracdo desenvolvida pela autora.

Evidéncias de experimentos de efeitos isotdpicos cinéticos [44] sugerem que o Glul77 esté
posicionado para ativar a 4gua em vez de desempenhar o papel de estabilizar o intermediario
catidnico oxocarbénio. Esses mecanismos sdo especulativos, constituidos por resultados expe-
rimentais de dispersdo, mutagénese, efeito isotépico cinético e difracdo, cujas conclusdes com-
petem entre si. Ao mesmo modo que eles fornecem pistas inestimaveis para a composigdo do
dominio catalitico, o estado de protonagdo da base, a natureza do estado de transi¢do, além de
informagdes a cerca de residuos de aminoécidos plausiveis que podem atuar como geradores

de nucleéfilos.

3.4 Simulacao Molecular

A simulac¢do molecular é capaz de predizer o comportamento da matéria fornecendo deta-
lhes em nivel atomistico de sistemas biolégicos ou quimicos. Para a compreensdo das proprie-
dades que originam-se da estrutura eletronica sdo necessarios métodos de Mecanica Quantica.
Esse, por sua vez, sao fundamentados em pressupostos tedricos da fisica quantica. No entanto,
a aplicacdo da mecanica quantica é limitada pelo tamanho do sistema. Quando os fendmenos
estruturais sdo o tinico foco de um estudo, pode-se utilizar métodos baseados na Mecanica
Molecular, tais como a Dindmica Molecular. Esses, utilizam pressupostos tedricos da fisica

classica e os d&tomos sdo as unidades minimas para descrever o comportamento da matéria.

3.4.1 Dinamica Molecular

A Dinamica Molecular (DM) é compreendida como uma das técnicas computacionais

mais versateis para o estudo de macromoléculas bioldgicas [57]. A estrutura e funcdo das
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biomoléculas sdo rotineiramente investigados por simula¢des de DM. Sua aplicacdo no pla-
nejamento de fadrmacos é de extrema relevancia, visto que, por meio da DM pode-se me-
lhorar a interagdo receptor-ligante, reforcando a complementaridade entre eles [58]. Além
disso, a incorporacdo de moléculas de solvente nas simulagdes de sistemas receptor-ligante
é extremamente importante na compreensdo do papel da dgua e seus efeitos nos complexos
proteina-inibidor [58].

A DM determina o movimento das particulas de qualquer sistema, do qual se conhecem
o potencial de interacdo entre as particulas e as equagdes que regem seu movimento. Fun-
damentada nos principios da Mecénica Classica, a DM permite, portanto, estudar a evolugao
temporal dos atomos individuais que compdem o sistema e, por meio das sequéncias de
posi¢des geradas é possivel determinar as propriedades macroscopicas de interesse com a
aplicacdo da mecanica estatistica [59]. As observaveis macroscépicas calculadas pelas fun¢des
da mecanica estatistica em geral sdo: pressdo, energia interna, volume, temperatura, entropia
e energia livre [60].

Nesse método, as particulas sdo descritas por um conjunto completo de potenciais de
interacdo, Equacdo 3.2, denominado campo de forga [61]. Estes potenciais determinam as
forcas que atuam em cada particula e, consequentemente, determinardo como o sistema ira
evoluir no tempo, para gerar as trajetérias. Com as condigdes iniciais t(, posigdo e velocidade,
pode-se calcular as forgas resultantes em cada particula, Equacdo 3.1, devido as interagdes
com as demais, e, com as equacdes de movimento Newtonianas determinar as posi¢des e
velocidades em um instante posterior fg + dt. As novas posi¢des sao utilizadas para o calculo
de novas forgas e entdo posigdes e velocidades em ty + 2 - 5t. Este procedimento é realizado

repetidamente gerando trajetérias moleculares para todo o sistema [59].

Fi = =VViota(t) (3.1)

sendo,

Vtotal = Vintm + Vinter (32)

onde, Vj,s, corresponde aos potenciais de intera¢des para os atomos ligados e o V;;4., para

os atomos nao ligados. Sendo:

1
Vintra = Zkr(i’—l’o)z—l-Zk@(@—Qo)z-f-E Z Vi [1 - (_1)”(:05(;74)_’_7”)] (3.3)
lig ang n,diedro
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12 6
Tij Tij qiq;
. = L — | 2 — 4
Vinter ;4&] (m) (rij) +ZJ ireor, (34)

Os potenciais ligados, Equagdo 3.3, descrevem as deformagdes moleculares. Onde, o pri-
meiro termo corresponde aos estiramentos de uma ligacdo quimica, o segundo e terceiro ter-
mos correspondem, respectivamente, as deformagdes angulares e as deformacgdes dos angulos
diedros. Os estiramentos e deformagdes angulares sdo descritos por potenciais harmonicos,
onde, os parametros ry e 0y correspondem ao comprimento e angulo de equilibrio da ligagao,
e K, e Ky as constantes de forga. Essas constantes sdo obtidas de medidas espectroscépicas ou
calculos quénticos. J& os angulos diedrais ndo sdo adequadamente modelados segundo um
potencial harmonico, uma vez que sdo continuos em todo intervalo [0,27t]. Os parametros
1,V e 7 sdo respectivamente, a fase da funcdo, a constante de forca diedral e a fase do angulo.

Os potenciais ndo ligados, Equacdo 3.4, consistem na soma das interacdes de van der
Waals e eletrostdticas entre pares de atomo de distintas moléculas, i e j. Os potenciais sdo
representados pelos potenciais de Lennard-Jones e Coulomb, primeiro e segundo termo, res-
pectivamente. Os parametros ¢;;,0;; e r;j do termo de Lennard-Jones sdo, respectivamente,
a profundidade do pogo de energia potencial, a distdncia de equilibrio e a distancia entre as
cargas. No caso do termo de Coulomb, g; e g; correspondem a magnitude das cargas pontuais
de cada atomo, r;; a distdncia entre as cargas e ¢y a permissividade do espaco livre.

Ademais, existem intimeros campos de forca desenvolvidos por diferentes grupos de pes-
quisa no mundo. Dentre os campos de forca bem estabelecidos e usados para biomoléculas
em geral destacam-se o AMBER, o GROMOS e o CHARMM [59]. E, para simular um sis-
tema por meio de DM, além do campo de forca, sdo necessarias algumas técnicas especificas
que incluem: condigdes periddicas de contorno, raio de corte para as interagdes de longo al-
cance, tempo de integracdo das equagdes de movimento, controle de temperatura e pressao

(termostato e barostato).

3.4.2 Descritores de Reatividade

Embora a dindmica molecular seja uma ferramenta importante na exploracao de relevan-
tes questdes bioldgicas, ela negligencia contribui¢des pertinentes provenientes da estrutura
eletronica das moléculas. Essas, por sua vez, podem ser tratadas com uso de métodos de
quimica quéntica. Dentro dessa conjuntura, Descritores de Reatividade (DRs) baseados em

varidveis de resposta da densidade/energia eletronica, vém se mostrando nas tdltimas duas
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décadas um caminho para o estudo de sistemas bioldgicos [62, 63]. Os DRs sdo por¢des ma-
tematicamente bem definidas dentro da Teoria Funcional da Densidade Conceitual (CDFT,
do inglés Conceptual Density Functional Theory ), essa, fornece aos quimicos conceitos bem
estabelecidos que contribuem para a compreensdo qualitativa e a previsdo quantitativa da
reatividade quimica [64].

A CDFT descreve conceitos de reatividade de dureza e moleza quimica de Pearson, ele-
tronegatividade, susceptibilidade de ataques eletrofilicos e nucleofilicos, entre alguns outros
conceitos [65, 66], sendo empregada com sucesso no estudo tedrico de reagdes envolvendo
moléculas comuns a quimica orgdnica [64]. Suas aplicacdes em sistemas biolégicos é mais
incipiente e podem ser observadas pela literatura na forma de estudos de protonagdo [67-
69], predicdo de posicdo de ligantes em proteinas [70, 71] e regiosseletividade de reacdes
enzimaticas [72-74].

Em uma reacdo quimica, uma molécula tem seu niimero de elétrons aumentados (ataque
nucleofilico) ou diminuidos (ataque eletrofilico). Além disso, o potencial externo sentido pe-
los elétrons da molécula muda, uma vez que agora esses elétrons além de serem atraidos pelo
ntcleo da molécula serdo repelidos pelos elétrons do reagente de ataque. Portanto, a susce-
tibilidade de uma molécula a rea¢des quimicas é determinada por sua resposta a mudangas
no ndmero de elétrons e no potencial externo. Dessa forma, os descritores globais medem a
suscetibilidade geral a ataques eletrofilicos ou nucleofilicos [75], polarizabilidade e intera¢des
eletrostaticas [76]. Ja os descritores locais indicam onde uma molécula é mais suscetivel a
diferentes tipos de reagentes, ou seja, sdo indicadores de regiosseletividade capazes de deter-
minar atomos, grupos funcionais ou ligagdes que sdo mais reativos.

O principal DR local para entender a regiosseletividade das reac¢des é a fun¢do de Fukui.
Definida como a derivada da densidade eletronica em relacdo ao ntimero de elétrons, Equacao

3.5.
f(r) = (35_1(\?)1/ (3.5)

Esse descritor atinge seu maximo em regides onde a densidade eletronica tende a se con-
centrar conforme uma influéncia externa nucleofilica, eletrofilica ou radicalar [77]. A funcéo
de Fukui é dividida em dois outros descritores a fun¢do Fukui esquerda (f ~) e a funcdo Fukui
direita (fT), sendo o primeiro especifico a suscetibilidade a ataque eletrofilico (SAE), Equagéo
3.6, e 0 segundo a suscetibilidade a ataque nucleofilico (SAN), Equacdo 3.7. Assim, para a

aproximacgdo do orbital congelado o SAE é aproximado pela densidade do HOMO e o SAN
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pela densidade do LUMO.

0A 04

SAE = f; = Y |Cunomol” + Y, |Curomo - Curiomo| S (3.6)
vek UFV
04 , o4

SAN = f7 =Y |Corumol” + Y |Corumo - Curumo| S (3.7)
vek UFV

Os valores das fung¢des sdo atribuidos para cada centro atomico ,k, da molécula, como
a soma dos coeficientes quadrados dos orbitais atomicos (OA) que compde o HOMO ou
LUMO, mais o produto vetorial desses coeficientes com o elemento correspondente de matriz
de sobreposigao atomica (Sy).

Ja os descritores de dureza local identificam as interacdes duro-duro. Estas, sdo cruciais
na descricdo de processos de catdlise enzimdatica como a transferéncia de grupos com alta
densidade de carga, a citar: ions préton, hidreto e fosfatos. Com os DRs de dureza local
pode-se estimar as intera¢des controladas por carga nos sitios ativos, uma vez que, esse tipo
de interagdo sdo pouco polarizdveis e as interacdo sdo de natureza eletrostatica e de van der
Waals [78].

A dureza local possui véarias equagdes de trabalho [79] que podem ser usadas de forma
confidveis para calculd-la. Neste trabalho utilizamos a equagdo conhecida como potencial

Fukui, Equacéo 3.8.

HK _ atomos f— (l) (3.8)
t=£k

Ry
A definigdo para este descritor se dd pela aproximacdo da densidade de elétrons pela

funcdo de Fukui a esquerda, pois essa contém a densidade de elétrons mais propensa a inte-
ragir. O calculo da dureza local é definido em um centro atdmico k pela soma da densidade
de elétrons para cada centro atdmico I dividido por sua distancia euclidiana Ry;. Essa equi-
valéncia com a dureza é possivel quando os nicleos atdmicos aproximam-se de zero, r — 0,

representando a varia¢do da reatividade com a variagdo do potencial externo.
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Capitulo I

Metodologia

De maneira geral, a metodologia utilizada para a caracterizagdo do sitio ativo da RTA foi
executada em quatro etapas principais: (1) preparacdo da estrutura; (2) dindmica molecular;

(3) andlise da trajetoria e (4) descritores de reatividade.

4.1 Preparacao da estrutura

Uma vez que a ricina tem como alvo uma tinica ligagdo glicosidica, encontrada na A4324,
um modelo de substrato interessante para a simulacdo do sitio ativo é o inibidor analogo
ao estado de transicdo, j4 mencionado anteriormente, 9-DA, proposto por Schramm e cola-
boradores [1]. Sua estrutura se assemelha a alca SRL do motivo GAGA, do rRNA natural,
sendo uma sequéncia de tetranucleotideos, com a adenina alvo substituida pelo mimetizador
ADMe-Immucillin-A (9-DA) e as riboses metiladas nas hidroxilas, Figura 4.1.

A estrutura cristalografica de raio-X desse inibidor ligado ao RTA est4 disponivel no PDB
com cédigo de entrada 3HIO (PDB ID). A proposta deste trabalho de dissertagdo foi utilizar
tal estrutura de raio-X como base para construir um alvo ativo para o RTA, dessa maneira o

bloqueador 9-DA passou por algumas modifica¢des estruturais.
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Figura 4.1: Estrutura quimica do ligante 9-DA, com destaque para o mondmero enumerado
de 2.
Fonte: Imagem do RCSB PDB [2], PDB ID: 3HIO.

O mondmero em destaque é o que confere a acdo bloqueadora desse ligante, uma vez que
ele se posiciona no lugar da A4324. Desse modo, as modificagdes necessdrias para obter um

ligante ativo similar a alga SRL a partir do 9-DA foram:

* A remogdo do atomo de carbono C6C e posterior conexdo do nitrogénio N1C ao carbono

C9aI;
¢ A transformacdo do dtomo de nitrogénio N1C em um de carbono;
¢ A transformacdo do dtomo de carbono C9I em um atomo de nitrogénio;
¢ A transformacgdo do carbono C7C em um oxigénio;

* A adigdo de um atomo de oxigénio ligado ao carbono C2C;
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* A remocdo de todas as metilas ligadas ao oxigénio dos grupos hidroxilas das Riboses.
Como a estrutura cristalogréfica ndo possui hidrogénios, apenas removeu-se os 4tomos

de carbono C6E, C6D e C6B.

Com essas edigdes, foi possivel transformar o bloqueador em um substrato predisposto a
reagir, de agora em diante mencionado nesse trabalho como C2X. Abaixo segue a imagem do

ligante editado com sua a nova nomenclatura de 4&tomos na adenosina alvo.

Figura 4.2: Nomenclatura dos d4tomos do mondmero 2 apds a edi¢do e parametrizagdo do
ligante.

Fonte: Ilustracdo desenvolvida pela autora, utilizando o software VMD [3] e estrutura tridimensional com cédigo PDB 3HIO.

O ligante C2X ficou apropriadamente posicionado no sitio ativo da RTA, para iniciar os es-
tudos acerca das intera¢des no sitio ativo da RTA. O préprio PDB 3HIO contém a presenca de
aguas cristalograficas no sitio ativo, as quais foram assumidas, a priori, como dguas cataliticas
participantes do ciclo catalitico da RTA [4].

Seguidamente, a adi¢do de hidrogénios a estrutura do completo RTA-C2X foi realizada uti-
lizando o médulo AddH contido no software UCSF Chimera [5], considerando o pH fisiolégico

74.

4.2 Dinamica Molecular

Ap6s a adicdo de hidrogénios, o complexo RTA-C2X foi submetido a Dindmica Molecular,
segundo o protocolo de Chaves e colaboradores [6]. Esse passo foi realizado em 7 etapas: (1)

parametrizagdo; (2) montagem da caixa de simulagao; (3) condi¢des de simulacdo da dindmica
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molecular; (4) minimizagdo da estrutura de partida; (5) termalizagdo; (6) pressurizagao e (7)
equilibracdo.

Parametrizacdo: Por ser um nucleotideo, a atribuicdo de parametros e todas as informagoes
de topologia (tipos de atomos, cargas e conectividade) do ligante foi realizada utilizando o
CHARMM General Force Field (CGenFF) [7], no servidor online (cgenff.umaryland.edu). Em
seguida, o arquivo de parametros do C2X foi adicionado ao QwikMD, um plug-in do software
VMD [3], para ser atrelado a parametrizacdo da proteina RTA, gerado pelo campo de forga
CHARMM [8]. Ao final, o0 QwikMD forneceu um arquivo geral PSF (protein structure file), com
a topologia e parametros do ligante, proteina, solvente e sais.

Montagem da Caixa de Simulagdo: Nessa simulagdo molecular, imitar o ambiente biolégico
de forma mais andloga possivel é crucial, portanto, no QwikMD, o complexo proteina-ligante
foi inserido em uma caixa ctibica com aguas do tipo TIP3P (solvente explicito), Figura 4.3.
Essa caixa possui uma camada de dgua de 20 A do 4tomo com a maior coordenada em cada
diregdo. Em seguida, para neutralizar a carga total do sistema, foi adicionado cinco fons Na™.

Por fim, foi adicionado uma concentragao do sal NaCl de 0,15 mol/L.

Figura 4.3: Caixa ctbica de simulacdo. Ao centro da caixa estd ilustrado o complexo RTA-
C2X codificado de acordo com suas estruturas secundarias. Ao redor do complexo estdo as
moléculas de dgua (transparente) e os fons CI” (verde) e Na* (roxo).

Fonte: Ilustracdo desenvolvida pela autora, utilizando o software VMD [3] e estrutura tridimensional com cédigo PDB 3HIO.

Condi¢des de Simulacdo da Dinamica Molecular: O software utilizado para a simulacdo
classica das estruturas foi o NAMD v.2.12 [9]. Os parametros das condi¢des de simulacdo

foram estabelecidos em um arquivo de configuragdo com extengdo .conf, no qual foram espe-
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cificados: condi¢des periddicas de contorno; restricdo para vibracdo da ligagdo dos atomos de
hidrogénio, utilizando o algoritmo SHAKE; interagdes eletrostaticas, calculadas com o método
PME (Particle mesh Ewald) e intera¢des do tipo Van der Waals calculadas num raio de corte
de 9 A para todos os passos da simulagdo. O célculo foi realizado com passos de integracdo
de 2 femtossegundos (fs).

Minimizacao da Estrutura de Partida: A etapa de minimizacdo foi realizada inicialmente
por 5000 passos, mantendo apenas a proteina rigida e dguas, ions e ligante flexiveis. Em
seguida as restri¢des foram retiradas e realizados 10.000 passos de minimizacao.

Termalizacdao: Apds a minimizagdo, o sistema foi submetido a uma etapa de aquecimento
gradual de 0 a 310 K. Esse procedimento foi realizado em trés estagios:

(I) 50 picossegundos (ps) de simulacdo, com aquecimento gradual de 0 a 100 K, aplicando
restricdes harmonicas no esqueleto peptidico da proteina, com forca constante de 30 kcal/mol/A?
nos atomos Ca e 10 kcal/mol/A2 nos 4tomos C e N;

(II) 100 ps de simulagdo, com aquecimento gradual de 100 a 200 K, aplicando restrigdes
harmonicas com forca constante de 20 kcal/mol/A? nos dtomos Ca e 5 kcal/mol/A? nos
atomos C e N do backbone da proteina;

(ITI) 200 ps de simulacdo com aquecimento gradual de 200 a 310 K, aplicando restri¢des
harmonicas mais fracas no backbone da proteina, com forca constante de 10 kcal/mol/A? nos
dtomos Ca e 2,5 kcal/mol/A? nos d&tomos C e N. Ap6s esse estagio final a temperatura do
sistema foi mantida constante utilizando o termostato de Langevin.

Pressurizagdo: Nesta etapa, a temperatura foi mantida constante em 310 K, o sistema foi
entdo submetido a condicdo de pressdo de 1 atm, mantida por meio do barostato de Lange-
vin. Nesse procedimento, as restricdes remanescentes dos atomos de Ca, C e N do esqueleto
peptidico da RTA foram retiradas gradativamente em dois estdgios:

(I) 100 ps de simulacdo, aplicando restricdes harmdnicas com forga constante de 5 kcal /mol/A?
para os atomos de Ca e 1,25 kcal/mol/ AZ nos dtomos C e N;

(IT) 200 ps de simulagdo, com restricdo apenas nos dtomos de Ca, com forca constante de 2,5
kcal/mol/AZ2.

Equilibracao: Apods a etapa de pressurizagdo, o sistema foi conduzido ao protocolo de
equilibracdo por 100 nanossegundos (ns), sem restri¢des, com pressdo e temperatura constan-
tes de 1 atm e 310 K, respectivamente, e as coordenadas produzidas foram armazenadas a

cada 1 ps.
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4.3 Analise da trajetdria

A trajetéria de 100 ns forneceu um total de 100.000 frames e as informagdes da trajetéria
foram retiradas por meio da andlise de RMSD, ligacdo de hidrogénio, energia de interacdo
e clusterizacdo, realizadas utilizando o modulo CPPTRA]J [10], incluso na suite de softwares

Ambertools 16 [11].

4.4 Descritores de Reatividade

As propriedades de reatividade foram obtidas por meio do calculo dos descritores imple-
mentados no programa PRIMoRDiA [12]. Todos os descritores foram calculados a partir das
informacgdes dos calculos de estrutura eletronica. O método de estrutura eletronica utilizado
neste trabalho foi o hamiltoniano semi-empirico PM7 [13] com técnica de escalonamento linear
de orbitais moleculares localizados MOZYME [14] e o método de solvente implicito COSMO,
implementados no programa MOPAC2016 [15].
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Capitulo

Resultados e Discussao

5.1 Dinamica Molecular

A mobilidade estrutural em uma simulagdo por DM possui um papel crucial para a
interpretacdo dos dados obtidos, especialmente ao tratar-se de biomoléculas. Dessa forma,
neste trabalho foram realizadas andlises de Root Mean Square Deviation (RMSD), a fim de ave-
riguar a estabilidade estrutural da RTA ao longo da simulagdo de DM.

O RMSD foi utilizado como andlise estatistica na simulacdo em triplicata, sendo aplicado
exclusivamente nos dtomos do esqueleto peptidico da RTA, empregando a posigdo inicial
como estrutura de referéncia. Essa andlise é uma medida média relativa ao conjunto dos
atomos selecionados (esqueleto peptidico), os valores obtidos trazem influencia de diferen-
tes regides da proteina e indicam o quanto a estrutura da RTA se modificou ao longo da
simulacdo, em relagdo a estrutura de partida, nesse caso o frame 0.

Em ambas as trajetérias, observou-se aumento progressivo do RMSD partindo de 0 até
um patamar de aproximadamente 2 A, Figura 5.1, o que indica a equilibracdo do sistema. A
literatura considera valores até 3 A [1] aceitaveis, valores acima desse podem indicar perda
de estrutura secunddria da proteina.

Os resultados dos RMSDs compreendem os microestados obtidos nas etapas de equilibragao,

podendo ser mais bem observados nos graficos em histograma.
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Figura 5.1: RMSD da simulagdo de dinamica molecular em triplicata. Em magenta claro a 1°
DM, em azul marinho a 2° DM e a 3° DM em ciano claro. Estdo ilustradas também a médias
das respectivas dindmicas.

Fonte: Resultado da dissertagao, 2020.

Nas trés dindmicas, o tempo usado na simula¢do forneceu estruturas bem equilibradas,
ndo exprimindo picos ou grandes flutuagdes. Dentre as trés, a primeira dindmica, intitulada
como DM1, gerou menos flutuagdes (RMSD apresentado em margenta claro). Pode-se ob-
servar que a variagdo da frequéncia do RMSD da DM1 apresentou uma média de 1,44 A ao
longo do tempo simulado. Por apresentar menor RMSD, essa foi a dindmica utilizada para os
estudos posteriores.

Ap6s averiguar a estabilidade estrutural, o sistema RTA-C2X foi cuidadosamente analisado
afim de comparar os resultados obtidos com os padrdes de ligacdo sugeridos pela literatura.
Dessa forma, os estudos iniciais foram realizados através dos calculos de Mecanica Molecular,
utilizando a trajetéria para extrair informacdes acerca das ligagcdes de hidrogénio e da energia
de interacdo entre a proteina e o ligante.

Detectou-se um total de 213 ligagdes de hidrogénio para o complexo RTA-C2X, para um
raio de distancia de 3 A e angulo de ligagdo de 135°. A andlise foi realizada entre cada
dominios da RTA com o ligante, Figura 5.2, na qual sdo apresentadas de forma ilustrativa

apenas as ligacdes de hidrogénios que apresentaram maiores fra¢des de frames, ou seja, as que
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obtiveram as maiores ocorréncias ao decorrer da trajetoria.

(A)

ASp75@0D2——H2 : :
Asp7s@op2——H1 JJFE2 Il ligante C2X
> 7566

AsN78@0D1——HS6
ASN78@0D1——H2
Asn78@OD1——H1

O——Aspge@H
N2——Tyr80@HH
Asp96@0D2——H6

,8625

04--Arg48@HH21
N8——Valg1@H

Asp96@0D1——H6
His94@0——-H2
04——Arg48@HH12

O4——Arg48@HH22
Hisg4@0—-—H1

04——Asn78@HD21

0 0,1 02 03 0.4 05 0,6 0,7 0.8 09 1
Ligagao de hidrogénio (%)

(B)

N3--Asn122@HD22

Il ligante C2X
Asn122@0D1 - —H24

N13——Arg125@HH21

O——Arg125@HH22

012-—-Arg125@HE

O——Arg125@HH12

08—-Tyr123@HH

Gly121@0——H15

Gly121@0--H14

N9——Arg180@HH12

N9——Arg180@HH22

I T T T T T T T T T T T T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0.8 1
Ligagao de hidrogénio (%)

(@)

022--Arg213@HH22

I ligante C2X
021-—Arg213@HH12

022--Arg213@HH12

026——Arg213@HH21

027——Arg213@HE

027—-—Arg213@HH11

026——Arg213@He

04——Arg258@HH22

026——Arg213@HH11

03——Arg258@HH22

03——Arg258@HH12

— T T
0 0,1 0.2 0.3 0.4 0.5 0,6 0,7 0.8 09 1
Ligagao de hidrogénio (%)

Figura 5.2: (A) Ligagdes de hidrogénio do dominio I. (B) Ligagdes do dominio II. (C) Ligacdes
do dominio III. Os atomos ao lado esquerdo do simbolo (- -) sdo os d4tomos aceptores de
hidrogénio, e os ao lado direito os doadores. O valor médio da distancia de ligacdo de hi-
drogénio estdo indicados ao lado das fragdes de frames correspondentes a presenga de ligagdo
de hidrogénio.

Fonte: Resultado da dissertagao, 2020.
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No dominio I pode-se observar, como sugerido pela literatura [2], que os residuos Asn78,
Asp75 e Asp96 participaram de uma rede de ligacdes de hidrogénio que inclui suas cadeias
laterais de amida e carboxilato. Observou-se, também, uma liga¢cdes de hidrogénio no lo-
cal ativo da RTA por meio do residuo chave Val81, onde a valina atua como doadora de hi-
drogénio para o 4tomo de nitrogénio N8 da adenina alvo. A Tyr80, que é um residuo sugerido
na literatura por participar de intera¢des 71 com a adenina, forma ligagdo de hidrogénio com
o nitrogénio N2 da guanina, localizada no segundo sitio ativo da RTA. Uma outra ligacdo de
hidrogénio observada neste segundo sitio ativo foi entre o residuo His94 atuante como acep-
tor de hidrogénio, alternando entre os hidrogénios H1 e H2 da guanina. Por fim, uma ligacao
de hidrogénio, variando entre os hidrogénios HH12 e HH22 da Arg48 e o oxigénio O4 do
grupo fosfato, foi mensurada ao longo da trajetéria de simulacdo. As liga¢des de hidrogénio
presentes no dominio I da RTA, dos residuos Tyr80, His94 e Arg48 validadas nesse trabalho,
ndo foram citadas pela literatura.

No que se refere ao dominio II, detectou-se a importante rede de ligagdes de hidrogénio
presente no sitio ativo da RTA através dos residuos Argl80 e Gly121. A Argl80 atua nessa
interacdo de forma a doar um hidrogénio, alternando entre os hidrogénios HH12 e HH22,
ao nitrogénio N9 da adenina, essa ligagdo é bastante citada na literatura como ativacdo da
adenina. De forma contraria a Argl80, a Glyl121 é um aceptor de hidrogénio da adenina,
recebendo os hidrogénios H15 e H14. A Tyr123, mencionada na literatura por participar de
um empilhamento 7 com a adenina, forma ligacdo de hidrogénio com o oxigénio O8 da
ribose. Foi possivel observar, ainda, uma rede de liga¢des de hidrogénio entre os residuos
Asn122 e Argl25 com a guanina do segundo sitio ativo, ndo relatadas na literatura. No
entanto, nesse estudo nao foi possivel observar as ligacdes de hidrogénio presentes no sitio
ativo dos residuos Glul77 e Glu208 sugeridas por Monzingo e colaboradores [3].

Por fim, no dominio III, ndo participante do sitio ativo, observou-se a grande interacdo
da RTA com os grupos fosfodiésteres da espinha dorsal do C2X formando fortes ligacdes de
hidrogénio com a Arg258 e a Arg213. Com esse estudo pode-se constatar que o ligante C2X foi
capaz de realizar ligacdes de hidrogénio com os principais residuos propostas pela literatura
[3-6].

Para observarmos como essas liga¢cdes se empregavam na trajetdria, realizou-se um estudo

das liga¢des de hidrogénio por frame ao longo dos 100 ns.
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Figura 5.3: Liga¢des de hidrogénio do sitio ativo da RTA com os residuos Val81, Argl80 e
Gly121.

Fonte: Resultado da dissertacédo, 2020.

Observou-se na Figura 5.3 que a adenina encontra-se ativada, por meio da ligagdo de
hidrogénio com a Arg180, ao longo de praticamente toda simulacdo. A ligagdo de hidrogénio é
revesada pelos hidrogénios do grupo amino da Arg180, sendo o HH22 o mais participativo na
ligacdo. As ligagdes de hidrogénio dos residuos Gly121 e Val81 ja mencionadas anteriormente
também estdo apresentadas por frame na Figura 5.3. E observado, ainda, que as outras ligagdes
de hidrogénio dos residuos apresentam vida curta, podendo-se assumir que ndo fornecem
estabilidade significativa da interacdo ligante-proteina.

A forca de ligacdo do C2X a RTA foi investigada por meio de célculos de Energia de
Interagdo (EI). Essas, sdo interagdes classicas e foram calculadas com o campo de forca AM-

BER.
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Figura 5.4: Energia de interacdo total entre o ligante C2X com a RTA.
Fonte: Resultado da dissertagao, 2020.

Por meio do grafico da série temporal da EI apresentado na Figura 5.4 pode-se observar
que o ligante C2X apresenta uma forte interagdo com a RTA, se ligando fortemente com uma
EI média total de -350,69 kcal/mol. A EI média total é definida como a média da soma das
energias eletrostatica e de interacdo de Van der Waals sobre o tempo total de simulacdo de
100 ns.

Afim de averiguar as interac¢des especificas do sitio ativo com o ligante C2X, foi realizado
calculo de EI entre a adenosina alvo (adenina mais ribose, ignorando o resto do ligante) e os

residuos Tyr80, Tyr123, Argl80, Glul77, Val81, Gly121 e Glu208, Figura 5.5.
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Figura 5.5: Energia de interacdo entre os residuos do sitio ativo da RTA com o ligante C2X.
Fonte: Resultado da dissertagao, 2020.
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Com esse estudo, observou-se que a Argl80 apresentou uma forte energia de interagao
atrativa de aproximadamente -19,74 kcal/mol. Embora varios papéis tenham sido propos-
tos pela literatura para Argl80, o mais amplamente aceito é o de um doador de liga¢des
de hidrogénio para a posicdo N9 da adenina [7]. Observou-se, ainda, uma forte interagdo
eletrostatica da adenosina com os residuos Tyr80 e Tyr123, de -8,27 e -6,07 kcal/mol respecti-
vamente. Tal resultado corrobora com a literatura que aponta esses residuos em uma interacao
7 empilhada com a adenina alvo, desempenhando um papel crucial na ligacdo do substrato
natural ao dominio catalitico da RTA [2, 3, 8]. A Val81, o Gly121 e o Glu208 apresentam ener-
gia de interagdo atrativa com a adenosina de -5,02, -3,58 e -2,62 kcal/mol, respectivamente. J&
o Glul77 e o Trp211 apresentam uma interacdo de repulsdo com a adenosina de 4,14 e 0,56
kcal/mol, respectivamente. No que se refere ao Glul77, essa EI pode ser um indicativo de
que esse residuo atue recebendo um préton da dgua catalitica e ndo interagindo com o ligante
na estabilizacdo do intermedidrio de transicdo.s

Afim de uma melhor compreensdo do desempenho do Glul77, foram investigadas as
moléculas de dgua presentes em um raio de 3 A desse residuo, ao longo da simulagao de 100
ns. Foi identificada uma molécula de dgua catalitica, residuo 332, a qual permaneceu ao longo
de toda simulacdo orientada entre o carbono C11 da ribose e o Glu177 a uma distadncia média

de 3,2 Ae1,9 A, respectivamente, Figura 5.6.
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Glu177

Figura 5.6: Ilustracdo da dgua catalitica orientada entre o Glul77 e C11 da adenosina.
Fonte: Resultado da dissertagdo, 2020. Ilustragdo desenvolvida pela autora, utilizando o software VMD [9], e estrutura tridimensional com

cédigo PDB 3HIO.

Essa agua estd adequadamente posicionada para um ataque nucleofilico na posicdao C11
da adenosina, e o Glul77 é considerado um candidato para sua ativacdo, uma vez que esse
glutamato estd em uma posi¢do melhor para aceitar um préton da 4gua do que para estabilizar
o fon oxocarbénio (intermedidrio de transicao)s.

Para obtermos mais respostas acerca do sitio ativo, foi realizado um estudo quantico
computacional através de descritores de reatividade, derivados da estrutura eletronica, os
quais definem a susceptibilidade local para reagir. Para esse estudo, foi executado antes uma
clusterizagdo dos 100.000 frames da simulagdo de 100 ns, obtendo-se 21 clusteres. Os célculos
de estrutura eletronica foram calculados utilizando a estrutura mais representativa do cluster
mais populoso.

As propriedades de reatividade foram obtidas por meio do calculo dos descritores imple-
mentados no programa PRIMoRDiA, que utiliza a estrutura eletronica convergida do pro-
grama MOPAC2016 [10]. O método de estrutura eletronica utilizado neste trabalho, foi o
baseado no hamiltoniano semi-empirico PM7 [11], com técnica de escalonamento linear de
orbitais moleculares localizados MOZYME[12].

Os valores dos descritores de reatividade estdo apresentados pela representacdo de 4tomos

condensados e, por meio de inspeg¢des visuais, foram averiguadas as informacdes de reativi-
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dade, para os descritores de susceptibilidade ao ataque eletrofilico (SAE), susceptibilidade ao
ataque nucleofilico (SAN) e dureza local. A Figura 5.7 apresenta os valores de SAE e SAN do
sitio ativo da RTA. Tomando a diferenca de SAN e SAE pode-se estimar a propensdo de um

atomo atuar como uma base ou acido de Lewis.

Gly121

)

Figura 5.7: Diferenca entre susceptibilidades de ataque eletrofilico e nucleofilico para o sitio
ativo da RTA.

Fonte: Resultado da dissertagdo, 2020. Ilustragdo desenvolvida pela autora, utilizando o software Pymol

Observou-se que os maiores valores de SAE concentra-se nos residuos Tyr80, Tyr123 e na
adenina, sugerindo grupos com alta densidade de elétrons. Esse resultado corrobora com a
hipétese de um empilhamento 7t entres eles, mantendo a triade unida e fixando a posi¢ao do
substrato para a ativacdo, ou seja, a propensdo da adenina receber um ataque eletrofilico da
Argl180.

O oxigénio da Argl80 é um dos dtomos mais nucleofilicos, ou seja, apresenta um dos
maiores valores de SAE. Em contrapartida, seus hidrogénios apresentam fortes valores de
SAN, o que significa que ele estd apto a perder um préton, conforme esperado no mecanismo
catalitico.

Constatou-se, também, um alto SAE nos dtomos de oxigénios do Glul77, o que significa

uma alta propensdo para doar densidade de elétrons e receber um préton. Portanto, neste
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estudo constatou-se que o Glul77 pode ser considerado uma base no mecanismo catalitico,
atuando na ativagdo da dgua catalitica.

O residuo de Gly121 mostrou-se um forte nucledfilo passivel a receber um préton da
adenina, que apresenta em seus hidrogénios, H14 e H15, alto valor de SAN.

O Trp211 e a Val81 apresentaram valores médios de densidade eletrénica. Por fim, observou-
se que todos os d4tomos de oxigénio dos grupos fosfato apresentam valores bem elevados de
SAE, concentrando cargas negativas, o que é responsavel pela gigantesca rede de ligacdes de
hidrogénio com o RTA e estabilizacdo do substrato.

Na Figura 5.8 é mostrada a dureza local dos 4tomos do sitio ativo, calculada com base no

potencial de Fukui.

Figura 5.8: Dureza por atomos do sitio ativo da RTA, obtido por meio do descritor de reativi-
dade de Dureza local.

Fonte: Resultado da dissertagdo, 2020. Ilustragdo desenvolvida pela autora, utilizando o software Pymol

Verificou-se que o sitio ativo da ricina é regido por intera¢gdes duro-duro, isso mostra que o

descritor de reatividade sugere fortes intera¢des de natureza eletrostatica e de van der Waals.



47

Pode-se inferir, entdo, que o sitio ativo da RTA se estabiliza minimizando a repulsao eletronica
intermolecular sem a transferéncia de elétrons entre as moléculas. Por isso, observaram-se
intmeras liga¢des de hidrogénio no sitio ativo.

Perante as andlises realizadas nesse estudo, se constatou que o mecanismo de depurinagao
do substrato natural, rRNA 285, catalisado pela RTA toma direcdo ao mecanismo sugerido
por Schramm e colaboradores [2]. Isso, em virtude ao reconhecimento da dgua catalitica com
posicdo e distdncia adequada a reagir com o residuo Glul77, e ainda, a alta capacidade desse
residuo atuar como um gerador de nucledfilo segundo os descritores de reatividade, estando

predisposto a abstrair um préton da dgua catalitica.
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Capitulo

Conclusao

A simulac¢do por dindmica molecular de 100 ns forneceu estruturas bem equilibradas,
sendo a DM1 a apresentar menor flutuagdo, variando seu RMSD em torno de 1,44 A. A
trajetéria da DM1 foi utilizada para o estudo de liga¢des de hidrogénio, obtendo o total de 213
ligagdes de hidrogénio entre o ligante C2X e a RTA. No sitio ativo da RTA foram constatadas
ligacdes de hidrogénio com os residuos invariantes Val81, Argl80 e Glyl21, e comprovado
que a adenina alvo encontra-se ativada, por meio da ligagcdo de hidrogénio com a Argl80, ao
longo de praticamente toda simulagao.

Através dos cédlculos da energia de interacdo, concluiu-se que o ligante C2X, obtido através
da edicdo do andlogo do estado de transi¢do, se encontrou bem atracado a proteina, uma
vez que apresentou um valor médio de -350,69 kcal/mol. As EI entre os residuos do sitio
catalitico e a adenosina indica uma interacdo atrativa da adenosina com os residuos Tyr80,
Tyr123, Val81, Gly121, Glu208 e mais expressivamente com a Argl80, e uma interagdo de
repulsdo com os residuos Glul77 e Trp211.

Também se identificou nesse estudo, uma agua catalitica orientada ao longo de toda tra-
jetéria entre o carbono C11 da ribose e o Glul77, a uma distancia média de 3,2 Ae19 A,
respectivamente. Diante do exposto, foi considerado nesse trabalho o Glul77 como candidato
para ativagdo dessa dgua, uma vez que esse glutamato estd em uma posi¢do melhor para
aceitar um préton da dgua do que para estabilizar o ion oxocarbénio.

O estudo dos descritores de reatividade SAE e SAN sugeriram: (a) uma susceptibilidade
ao ataque eletrofilico a adenina alvo por meio do residuo Argl80; (b) a estabilizacdo da ade-
nina pelos residuos Tyr80 e Tyr123, participando de um empilhamento 7t e (c) a ativacdo da
molécula de agua catalitica pelo Glul77. Ja o descritor de dureza local indicou que o sitio

ativo da RTA ¢ regido por intera¢des do tipo duro-duro.
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Nesse trabalho foi possivel identificar as ligacdes de hidrogénio e as interacdes eletrostaticas
mais importantes para a estabilizagdo do substrato, bem como para a a¢cdo da RTA. Ainda foi
possivel definir entre dois mecanismo aceitos pela literatura, sendo o mecanismo proposto
por Schramm e colaboradores o que apresenta uma maior compatibilidade com os resultados

desse estudo.



Capitulo

Perspectivas

Como proposta de continuidade a este trabalho, pretende-se realizar a simulagdo do ciclo
catalitico da RTA com o ligante C2X, visando o entendimento completo do mecanismo de
reacdo da RTA, para o desenho de um inibidor que se ligue covalentemente a essa toxina. E
imprescindivel que o inibidor seja uma molécula capaz de penetrar nas células vivas, dado
que a RTA presente no organismo age rapidamente. Dessa forma, uma antitoxina apropriada
necessitaria bloquear essa acdo de forma agil. A utilizacdo de um antagonista competitivo
pode exigir a constante administragdo da antitoxina até que o préprio organismo seja capaz
de metabolizar a RTA. Uma alternativa mais eficaz é a obtencao de um inibidor que se associe
covalentemente a RTA, eliminando tanto a atividade catalitica da enzima quanto a presenga
da antitoxina, a medida em que ela é consumida na reacdo. As moléculas de RTA estariam

permanentemente inativadas, ndo sendo necessdria a administragdo constante de novas doses.
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