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RESUMO

Penteado, A. B. Estudo estrutural e comparativo entre Sirtuinas 2 de diferentes
espécies de Leishmania por meio de Modelagem Comparativa e Dinamica
Molecular. 2024. no. f. Dissertacao para obtencao do titulo de Mestre do programa
de Mestrado em Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2024.

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas que afetam mais de um bilhdo e meio de pessoas
ao redor do mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento, provocando grandes
impactos socioecondmicos. Os farmacos disponiveis para o tratamento dessas doencas sdo
ineficazes e apresentam graves efeitos adversos. O processo de pesquisa de novos farmacos
envolve, entre outras coisas, a selecdo de alvos bioquimicos essenciais para a sobrevivéncia e
desenvolvimento do agente causador. Neste sentido, a Sirtuina 2, uma enzima epigenética com
atividade hidrolase essencial para a sobrevivéncia dos parasitas do género Leishmania se
apresenta como um alvo validado na busca de novos farmacos contra essas parasitoses. O
planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor requer o conhecimento da estrutura
tridimensional da proteina alvo. Desta forma, a elucidacao estrutural e um estudo minucioso das
Sirtuinas das varias espécies do género Leishmania apresenta-se como uma importante
abordagem na aplicagdo desta estratégia na busca por agentes quimioterapicos. Até o0 momento,
na familia Trypanosomatidae, a Unica estrutura tridimensional resolvida experimentalmente de
uma enzima Sirtuina 2 é a da espécie L. infantum. Assim, este trabalho aplicou a abordagem de
Modelagem Comparativa utilizando o software Modeller na construgdo de modelos da Sir2rpl
das espécies L. infantum, L. major e L. braziliensis, cujas sequéncias de aminoécidos foram
extraidas do banco de dados UNIProt. Os modelos construidos foram validados por meio da
funcdo de escore DOPE do Modeller e dos servidores PROCHECK, MolProbity e QMEAN,
avaliando sua qualidade estereoquimica e seu enovelamento. Os ligantes naturais da enzima
foram sobrepostos nos modelos construidos por alinhamento estrutural utilizando o software
PyMol e os complexos validados foram submetidos a simulagdes de Dindmica Molecular através
do pacote GROMACS. Os complexos refinados foram entdo analisados por meio dos softwares
PyMol e LigPlotPlus e dos pacotes GROMACS e gmx_MMPBSA, e foram estudados 0s sitios
de ligagdo dos substratos e os residuos de aminodcidos relevantes envolvidos em sua ligacéo e
reconhecimento. A Modelagem Comparativa da Sirtuina 2 humana e seus homélogos das
espeécies L. infantum, L. major e L. braziliensis, as simulagfes de Dindmica Molecular realizadas
com os modelos enzimaticos construidos e validados complexados com seus ligantes naturais, 0s
calculos de energia de interacdo entre os modelos e seus substratos e o estudo estrutural
comparativo realizado entre eles nos fornecem uma base teorica para a busca de novos inibidores
da Sirtuina 2 que sejam mais seletivos e potentes contra as enzimas parasitarias, abrindo caminho
para o desenvolvimento de candidatos a farmacos leishmanicidas mais seguros e eficazes.

Palavras-chave: Modelagem Comparativa, Dinamica Molecular, Sirtuina 2, Sir2rp1,
Leishmania, Tripanosomatideos, Structure-Based Drug Design, SBDD, Epigenética,
MMPBSA.



ABSTRACT

Penteado, A. B. Structural and comparative study between Sirtuins 2 of
different species of Leishmania by means of Comparative Modeling and
Molecular Dynamics. 2024. no. f. Dissertation for obtaining the title of Master of
the Master's Degree program in Pharmacy (Physiopathology and Toxicology) -
School of Pharmaceutical Sciences - University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2024.

Leishmaniasis are neglected diseases that affect more than one and a half billion people around
the world, mainly in developing countries, causing major socioeconomic impacts. The drugs
available for the treatment of these diseases are ineffective and have serious adverse effects. The
process of researching new drugs involves, among other things, the selection of biochemical
targets essential for the survival and development of the causative agent. In this sense, Sirtuin 2,
an epigenetic enzyme with hydrolase activity essential for the survival of parasites of the
Leishmania genus, presents itself as a validated target in the search for new drugs against these
parasites. Structure-Based Drug Design requires knowledge of the three-dimensional structure of
the target protein. In this way, structural elucidation and a detailed study of Sirtuins from various
species of the genus Leishmania presents itself as an important approach in the application of
this strategy in the search for chemotherapeutic agents. To date, in the Trypanosomatidae family,
the only experimentally resolved three-dimensional structure of a Sirtuin 2 enzyme is that of the
species L. infantum. Thus, this work applied the Comparative Modeling approach using the
Modeller software in the construction of Sir2rpl models of the species L. infantum, L. major and
L. braziliensis, whose amino acid sequences were retrieved from the UNIProt database. The
constructed models were validated using Modeller's DOPE score function and the PROCHECK,
MolProbity and QMEAN servers, evaluating their stereochemical quality and folding. The
enzyme's natural ligands were superimposed on the built models by structural alignment using
the PyMol software and the validated complexes were subjected to Molecular Dynamics
simulations using the GROMACS package. The refined complexes were then analyzed using the
PyMol and LigPlotPlus softwares and the GROMACS and gmx_MMPBSA packages, and the
substrate binding sites and relevant amino acid residues involved in their binding and recognition
were studied. The Comparative Modeling of human Sirtuin 2 and its homologues from the species
L. infantum, L. major and L. braziliensis, the Molecular Dynamics simulations carried out with
the constructed and validated enzymatic models complexed with their natural ligands, the
interaction energy calculations between the models and their substrates and the comparative
structural study carried out between them provide us with a theoretical basis for the search for
new Sirtuin 2 inhibitors that are more selective and potent against the parasitic enzymes, paving
the way for the development of safer and more effective leishmanicidal drug candidates.

Key words: Comparative Modeling, Molecular Dynamics, Sirtuin 2, Sir2rpf1,
Leishmania, Trypanosomatids, Structure-Based Drug Design, SBDD, Epigenetics,
MMPBSA.
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meio do pacote gmx_MMPBSA.

Figura S1 - Diagramas de interacdo ligante-enzima do LigPlotPlus para os substratos da hSIRT2.

Figura S2 - Diagramas de interacdo ligante-enzima do LigPlotPlus para os produtos de reacdo da hSIRT?2.
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Figura S3 - Diagrama de interacédo ligante-enzima do LigPlotPlus para o inibidor enzimatico da hSIRT2,
EX243.

Figura S4 - Diagramas de interacdo ligante-enzima do LigPlotPlus para inibidores enzimaticos da Sirtuina
humana.

Figura S5 - Representacdo da estrutura da hSIRT2 complexada a ligantes.
Figura S6 - Representacgdo da estrutura da hSIRT2 complexada a ligantes.

Figura S7 - Diagrama de interacédo ligante-enzima do LigPlotPlus para um inibidor competitivo da
nicotinamida e do substrato peptidico da hSIRT3.

Figura S8 - Representagéo da estrutura da hSIRT2 complexada a ligantes.

Figura S9 - Comparacéo entre os diagramas de Ramachandran dos modelos de Sir2rpl de L. major gerados
por diferentes plataformas de modelagem.

Figura S10 - Comparagdo entre os diagramas de angulos Chil-Chi2 dos modelos de Sir2rpl de L. major
gerados por diferentes plataformas de modelagem.

Figura S11 - Comparagio entre os desvios de angulos Omega (®) dos modelos de Sir2rp1 de L. major
gerados por diferentes plataformas de modelagem.

Figura S12 - Comparacdo estrutural do modelo de Sir2rpl de L. major ap6s simulagdo de Dindmica
Molecular com os campos de forca CHARMM36 e AMBER99SB-ILDN.

Figura S13 - Graficos de variacdo do nimero de ligacdes de hidrogénio formadas entre o modelo de Sir2rpl
de L. major e o substrato peptidico fragmento do peptideo p53 acetilado complexado ao mesmo ao longo das
replicatas das simulagtes de DM conduzidas com e sem restri¢cGes de posicionamento.

Figura S14 - Diagramas de interacdo entre os modelos refinados de hSIRT2 e Sir2rpl de L. infantum, L.
major e L. braziliensis e seu co-substrato NAD-.

Figura S15 - Diagramas de interacdo entre os modelos refinados de hSIRT2 e Sir2rpl de L. infantum, L.
major e L. braziliensis e o residuo de lisina acetilada de seu substrato peptidico.

Figura S16 - llustracdo da analise dos sitios de ligacdo aos substratos dos modelos refinados de hSIRT2 e
Sir2rpl de L. infantum, L. major e L. braziliensis realizada por meio do servidor CavityPlus.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epigenética

A epigenética é um fendmeno no qual uma mudanca fenotipica é observada
em um individuo, sem alteracdo da sequéncia de nucleotideos que compdem seu
material genético, ou genotipo. Isso ocorre por meio de modificagdes estruturais que
alteram a atividade dos processos de transcricdo, replicacdo e reparo génico em
locais especificos da sequéncia genética. Ao alterar a atividade transcricional em
determinadas regides do genoma, a expressao dos genes € alterada, e o controle
sobre este processo permite que um mesmo genoma contenha varios repertorios
génicos que, ao terem sua atividade intercalada, permitem a expressdo de
diferentes fendtipos celulares pelo mesmo organismo ou espécie (DEANS;
MAGGERT, 2015; GUJRAL et al., 2020; SKVORTSOVA; IOVINO; BOGDANOVIC,
2018).

As sequéncias de DNA que compdem 0S cromossomos sao altamente
empacotadas em complexos com proteinas chamadas histonas, formando a
cromatina do nucleo celular em organismos eucariéticos (Figura 1). Para que os
genes presentes N0S Cromossomos sejam expressos, a regido do material genético
gue os contém deve ser desempacotada, permitindo assim o acesso das proteinas
envolvidas no processo de transcricdo, como fatores de transcricao e transcriptases
(GUJRAL et al., 2020; HOGG et al., 2020; ZHANG; LU; CHANG, 2020).

As principais alteracdes estruturais epigenéticas que influenciam o controle
da expressdao génica sdo a metilacdo das bases nitrogenadas do DNA e a
acetilacao, metilacao, ubiquitinacédo e fosforilagdo das histonas. A acetilacdo das
histonas reduz sua afinidade pelo DNA e, assim, leva a uma diminui¢cao no nivel de
empacotamento do material genético, aumentando a expressdo dos genes ali
presentes (Figura 1). Portanto, enzimas envolvidas na acetilacdo e desacetilacdo
de histonas, como as lisina deacetilases (KDACs), desempenham um papel
fundamental no controle da expressdo génica, desde bactérias e arquéias, até
plantas, fungos e animais, incluindo os parasitas protistas da familia
Trypanosomatidae (GOMES et al., 2021; GUJRAL et al., 2020; HOGG et al., 2020;
ZHANG,; LU; CHANG, 2020).



16

M CHROMATIN _,3 1 l L

@n

HDACs -
Heterochromatin Euchromatin

Figura 1. Regulacéo do nivel de condensacéo da cromatina através da acetilacéo de histonas.

H2B, H2A, H4 e H3 sdo diferentes isoformas de histonas que juntas formam um heterotetrdmero que se complexa
com a sequéncia de DNA para formar um nucleossomo. Varios nucleossomos se associam na formagdo do
cromossomo. As "caudas" das histonas estdo representadas e os residuos de aminoacidos que sofrem modificacfes
pos-traducionais estdo indicados.

A atividade das enzimas histonas acetil transferases (HATS) contribui para o desempacotamento da cromatina.
Enquanto a atividade das histonas deacetilases (HDACS) contribui para o seu empacotamento.

Figura elaborada pelo autor por meio da plataforma BioRender.
Fonte: (GUJRAL et al., 2020)

Neste contexto, € de extrema relevancia o fato de que a regulacédo
epigenética é conhecida como um importante aspecto da biologia de
Tripanosomatideos, como parasitas das espécies Trypanosoma e Leishmania.
Como sao organismos com ciclo celular complexo (Figuras 2b, 4 e 5) e que precisam
responder de maneira rapida a diversos fatores ambientais, tais como evasédo do
sistema imune dos diferentes hospedeiros e reparo celular da acdo de farmacos e
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outras substancias quimicas, além das mudancas fenotipicas e morfolégicas
associadas a infeccdo de hospedeiros de diferentes espécies, faz-se necessario o
controle preciso e eficiente dos processos epigenéticos para a sobrevivéncia dos
mesmos (Figura 2) (DE SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010; GOMES, 2021;
GOMES et al., 2021; HUTCHINSON et al., 2007; ROMERO-MEZA; MUGNIER,
2020).
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Figura 2. Relevancia do controle epigenético para a sobrevivéncia de Tripanosomatideos.

(a) Exemplo de Trypanosoma cruzi da complexidade da interacdo entre o parasita na forma tripomastigota
e a célula do hospedeiro.

(b) Exemplo de Trypanosoma brucei da importancia da variacdo antigénica para a sobrevivéncia dos
parasitas ao longo de seu ciclo de vida.

Adaptado de: (DE SOUZA,; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010; ROMERO-MEZA; MUGNIER, 2020)

A superfamilia das KDACs, se destaca como enzimas envolvidas na
modificacdo epigenética. Estas vém sendo exploradas como alvos biomoleculares
no planejamento de farmacos em varias doencas humanas e diferentes aplicacdes
terapéuticas, que vao desde disturbios psiquiatricos e doencas neurodegenerativas
até cancer e infecgbes parasitarias (TORO; WATT, 2020; VAN DYKE, 2014; WANG
et al., 2015).

A reguladora silenciosa de informacéo (Sirtuina), do inglés silent information
regulator (Sirtuin), € uma familia de enzimas pertencente a superfamilia das KDACs,
compondo a Classe Ill da mesma. As Sirtuinas estéo presentes em todos 0s reinos
bioldgicos e nas células de mamiferos sdo classificadas em sete subtipos de acordo

com sua similaridade estrutural e funcional. Nessas proteinas os sitios cataliticos
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sdo altamente conservados e seu mecanismo de acdo é caracterizado como
dependente de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD*). Tanto em células de
mamiferos, como em parasitas da familia Trypanosomatidae, as Sirtuinas estéo
envolvidas em varios processos fisiologicos e celulares, incluindo a replicacédo
celular, expressao génica e controle de vias metabdlicas e de sinalizacdo, e assim
ganharam destaque como alvos de novos candidatos a farmacos, principalmente
em modelos de canceres, no caso das Sirtuinas humanas (Tabela 2) (CHEN; LU;
WU, 2021; HAIGIS; SINCLAIR, 2010; JING et al., 2016; PENTEADO et al., 2023).

1.2 KDACs

A modificacdo epigenética tem sido um dos principais focos na busca de
novas terapias para varias doencas, desde distarbios metabdlicos, cancer, autismo,
doencas associadas a inflamacéo e associadas a idade até parasitoses (SAMANTA
et al., 2017; ZHANG,; LU; CHANG, 2020).

As KDACs, também conhecidas como proteinas desacetilases (PDACS) ou
histonas desacetilases (HDACs), formam um grupo diversificado de enzimas com
atividade N-(¢)-acil lisina hidrolase que estdo envolvidas em diversos processos
fisiologicos, fisiopatoldgicos e celulares, tais como expresséao e transcricao génica,
proliferacéo, diferenciacédo e desenvolvimento celular, regulacdo do metabolismo e
da longevidade, resisténcia ao estresse celular e estabilidade gendémica, entre
outros, e assim sao considerados alvos terapéuticos cada vez mais atraentes. As
KDACs sdo comumente classificadas nos grupos I, llA, 11B, Il e IV. As KDACs de
classe lll, também conhecidas como Sirtuinas, sdo Unicas na superfamilia por
serem enzimas dependentes de NAD®*, enquanto as enzimas pertencentes as
demais quatro classes apresentam mecanismos cataliticos dependentes de zinco,
e nao possuem homologia com as Sirtuinas. As Sirtuinas, portanto, funcionam tanto
como efetores transcricionais quanto como sensores metabolicos e energéticos
através da razdo de concentragdo celular de NAD*:NADH (BLASL et al., 2022;
GROZINGER; SCHREIBER, 2002; LI; TIAN; ZHU, 2020; VAN DYKE, 2014).
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1.3 Sirtuinas

As Sirtuinas compdem um grupo de enzimas evolutivamente conservadas e
expressas em todos os reinos da vida, desde bactérias e arqueias até parasitas
eucariotos, fungos, plantas e animais. Em mamiferos, sete paralogos de Sirtuina
foram identificados (SIRT1 a SIRT7), e podem ser classificados em quatro grupos
principais, de acordo com sua homologia de sequéncia. SIRT1-SIRT3 pertencem a
classe I, SIRT4 a classe Il, SIRT5 a classe Il e SIRT6 e SIRT7 a classe IV. Esses
homologos diferem em suas especificidades de substratos e localizacao subcelular.
SIRT1, 6 e 7 sdo predominantemente localizadas no nucleo celular, SIRT3, 4 e 5
sdo principalmente enzimas mitocondriais e a SIRT2 € Unica no grupo por ser uma
proteina majoritariamente citoplasmatica. Além disso, enquanto todas as diferentes
Sirtuinas exibem atividade desacetilase até certo ponto, elas também sdo capazes
de catalisar uma variedade de outras reacdes. Observou-se que as SIRT2, 4 e 6
sdo capazes de promover ADP-ribosilacdo de proteinas, SIRT5 tem atividades
demalonilase, desuccinilase e deglutarilase conhecidas, SIRT6 também mostra
atividades demiristoilase e depalmitoilase, SIRT3 mostrou atividade decrotonilase e
SIRT2 promove reagdes demiristoilase e 4-oxononanoilase (Tabela 1) (AVALOS et
al., 2002; BHEDA et al., 2016; BLANDER; GUARENTE, 2004; CHEN et al., 2015;
FANG; TANG; LI, 2019; GARG et al., 2021; HAIGIS; SINCLAIR, 2010;
HOUTKOOPER; PIRINEN; AUWERX, 2012; MITTAL; MUTHUSWAMI;
MADHUBALA, 2017; PENTEADO et al., 2023; TENG et al., 2015).
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Tabela 1. Comparacao entre a localizagdo subcelular e as atividades cataliticas dos diferentes paralogos
da Sirtuina humana e a identidade entre suas sequéncias primarias.

O alinhamento de sequéncias fora realizado pelo autor, por meio da ferramenta Clustal W, através do pacote
PyMod, empregando as sequéncias humanas canénicas depositadas no banco de dados UniProt (cddigos de
acesso: Q96EB6 ; Q8IXJ6 ; QINTG7 ; QIYBET ; QINXAS ; Q8N6T7 ; QINRCS, respectivamente).

Fonte: (AVALOS et al., 2002; BHEDA et al., 2016; BLANDER; GUARENTE, 2004; CHEN et al., 2015; FANG; TANG;
LI, 2019; GARG et al., 2021; HAIGIS; SINCLAIR, 2010; HOUTKOOPER; PIRINEN; AUWERX, 2012; MITTAL;
MUTHUSWAMI; MADHUBALA, 2017; PENTEADO et al., 2023; TENG et al., 2015)

Localizacéo subcelular Atividades enzimaticas Porcentagem de
primaria conhecidas identidade em
relacdo & hSIRT2
Sirtuina 1 Nucleo Desacetilase 37.78%
Desacetilase,
Sirtuina 2 Citoplasma ADP-ribosil-transferase, N.A.

demiristoilase e
4-oxononanoilase

Sirtuina 3 Mitocondria Desacetilase, 47.90%
decrotonilase
Sirtuina 4 Mitocondria Desacetilase e 24.82%

ADP-ribosil-transferase

Desacetilase,

Sirtuina 5 Mitocondria demalonilase, 26.24%

desuccinilase e
deglutarilase

Desacetilase,
Sirtuina 6 Nucleo ADP-ribosil-transferase, 25.57%
demiristoilase e
depalmitoilase

Sirtuina 7 Nucleo Desacetilase 22.02%

Devido a sua expressdo em quase todos os tecidos e ao papel central que
desempenham em varios processos fisioldgicos e fisiopatol6gicos, somado a sua
capacidade caracteristica de atuar como sensores da razdo celular entre
[NAD*)/[NADH] e da concentracdo de nicotinamida (NAM), promovendo assim a
traducdo do estado nutricional em expressao génica e fungao proteica, as Sirtuinas
tém sido exploradas por varios estudos como potenciais novos alvos terapéuticos
(Tabela 2) (CHEN; LU; WU, 2021; PENTEADO et al., 2023; WANG et al., 2019;
ZHENG et al., 2021).

1.4 Sirtuina 2

O gene SIRT2 humano esta localizado no cromossomo 19, bracgo longo (q),
regido 1, banda 3, sub-banda 2 (19913.2) com 17 éxons, que sofrem splicing
alternativo formando duas isoformas com produtos proteicos de relevancia

fisiologica confirmada. A forma de 389 residuos, na qual todos os introns séo
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excisados, e uma variante de 352 residuos que nao possui uma extensao terminal
N do dominio central, resultante da excisdo do segundo exon, que coloca um cédon
de parada dentro do exon 3, em fase com o primeiro codon de inicio ATG. A
isoforma de 352 residuos € a forma predominantemente expressa no sistema
nervoso central, enquanto a isoforma de 389 residuos tem sua expressdo
predominante na maioria dos demais tecidos e é considerada a sequéncia canfnica
da Sirtuina 2 humana (HIRATSUKA et al., 2003; NORTH; VERDIN, 2007; RACK et
al., 2014; ZHENG et al., 2021).

Como afirmado anteriormente, foi demonstrado que, embora os diferentes
paradlogos da Sirtuina apresentem uma preferéncia por compartimentos
subcelulares especificos, essa localizacdo pode variar de acordo com o tecido no
qual é expressa e ao longo do ciclo celular. Além disso, embora descritas pela
primeira vez como sendo desacetilases de histonas, as Sirtuinas demonstram
afinidade por uma variedade de outros substratos peptidicos e, desta forma, estédo
envolvidas em varios processos fisioldgicos, celulares e patolégicos além do
controle epigenético, o que faz delas alvos terapéuticos importantissimos no
desenvolvimento de novos farmacos visando tratar uma ampla gama de patologias
(Tabela 2). Em algumas espécies de Tripanossomatideos, as Sirtuinas se mostram
essenciais para a sobrevivéncia dos parasitas, ja em outras espécies a sua
auséncia acarreta em reducdo da viruléncia e de sua reproducdo e maior
susceptibilidade aos agentes quimioterapéuticos empregues no tratamento destas
parasitoses (CHEN; LU; WU, 2021; GARG et al., 2021; GOMES et al., 2021; JING
etal., 2016; LEITE etal., 2022; PENTEADO et al., 2023; WANG et al., 2019; ZHENG
et al., 2021).



Tabela 2. Substratos da Sirtuina 2 e o papel fisiolégico de sua agdo enzimatica.

Substrato(s) da
Sirtuina 2

Papel fisiologico da acéo da Sirtuina 2

Comentarios

Referéncias
bibliogréaficas

a-tubulina

Influencia a estabilidade dos microttbulos e,
consequentemente, a motilidade celular, os
processos de migracéo e divisdo e a
degradacéo de proteinas pela via do
agressomo

(INOUE et al., 2007a;
NORTH et al., 2003;
SCHEMIES et al.,
2010; YANG et al.,
2013)

Centrossomo, fuso
mitético e corpo médio

Progresséo do ciclo celular

Ha evidéncias de que a SIRT2
pode funcionar como um
checkpoint mitético na
metéfase inicial

(DRYDEN etal.,
2003; INOUE et al.,
2007b)

Quinase de checkpoint
mitético BubR1

A superexpressdo da SIRT2 pode reverter o

efeito do envelhecimento em camundongos

BubR1 hipomérficos, aumentando sua vida
atil média

Com o envelhecimento, os
niveis de BubR1 desacetilado
caem, juntamente com uma
diminuicéo na atividade da

(NORTH et al., 2014)

SIRT2
Histonas H4 e H3 Manutencao da integridade genémica e (VAQUERO et al.,
remodelacéo da cromatina - 2006; WANG et al.,
2019)
Repressor de Desenvolvimento de linfoma de células B Justifica por que a inibigao (SCHEMIES et al.,
transcricdo BCL6 farmacolégica da SIRT2 pode 2010)

Antigeno tumoral
celular p53

Supresséo de seu efeito apoptético

ser benéfica em alguns tipos
de cancer

(WANG et al., 2019)

Fator de transcricdo
Forkhead box O 3a
(FOXO03a)

Inducéo da expressao do inibidor de quinase
dependente de ciclina p27kip1, da
superéxido dismutase (SOD), da proteina
BCL-2-like 11 (BCL2L11 ou BIM), entre
outros

Regulacéo dos mecanismos
de gerenciamento de espécies
reativas de oxigénio,
promovendo a reducéo de
seus niveis nas células. Apos
0 estresse induzido por ROS,
a expressdo da SIRT2 é
aumentada

(WANG et al., 2007,
2019)

Glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD)

Aumento da producdo de NADPH e,
consequentemente, do potencial redox
celular e da atividade sequestradora de ROS
da glutationa (GSH)

(WANG et al., 2014)

A SIRT2 demonstra regular a mielinizacéo
no SNC e contribuir para a progressao de
patologias neurodegenerativas, como as
doencas de Huntington e Parkinson

(CHEN; LU; WU,
2021; LEITE et al.,
2022; QUINTI et al.,
2016; WANG et al.,
2019; ZHENG et al.,
2021)

Abundante em adipdcitos indiferenciados,
notou-se que a expressao de SIRT2 inibe a
adipogénese e, apos a diferenciacéo pré-
adipocitaria, a expressao de SIRT2 é
regulada negativamente, resultando em
progressao da adipogénese. Contrariamente,
a superexpressdo de SIRT2 inibe a
diferenciagdo celular

Fator de transcricdo
Forkhead box O 1
(FOXO01)

Represséo da transcrigdo do gene PPARy

A SIRT2 é um mediador
chave na regulacéo
metabdlica e um potencial
alvo terapéutico para a
regulacéo da adipogénese e
obesidade

(JING; GESTA,;
KAHN, 2007; YANG
etal., 2013; YU;
AUWERX, 2009)

(ARMONI et al., 2006;
JING; GESTA,
KAHN, 2007; WANG;
TONG, 2009; WANG
et al., 2009)

Fosfoenolpiruvato
carboxiquinase 1
(PEPCK1)

Ativacéo da atividade enzimatica da
PEPCK1

Controle da taxa
gliconeogénica em fungéo de
alteracOes nas condicoes
metabdlicas

(JUNG et al., 2011;
WANG et al., 2019)

A inibigéo ou regulagdo negativa da SIRT2
provoca uma notéria diminuigdo da
atividade da proteina quinase B (PKB)

A SIRT2 pode ser
considerada como um
importante alvo terapéutico
em mdltiplas doencas
metabdlicas ou mesmo em
células cancerigenas com
atividade da via de sinalizacdo
fosfoinositol-tris-fosfato
(PI3K-PKB) regulada
positivamente

(RAMAKRISHNAN
et al., 2014)




23

1.5 Doencgas Tropicais Negligenciadas

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) caracterizam-se por ser um
grupo de diversas patologias que, apesar de provocarem enfermidades de grande
relevancia médica, social e econbmica, ndo recebem a devida atencdo e
investimento de governos, industrias farmacéuticas e grupos de pesquisa publicos
e privados. Acometem, majoritariamente, as populacfes mais carentes de paises
em desenvolvimento como da Africa, Asia e Américas Central e do Sul (Figura 3),
nao proporcionando projecdes de grandes ganhos financeiros associados ao
desenvolvimento de novas terapias (ENGELS; ZHOU, 2020; OMS, 2023a).

Atualmente, a Organizacado Mundial da Saude (OMS) reconhece 21 doencas
como sendo DTNSs, as quais acometem mais de 1,5 bilhdo de pessoas, sendo
reportados aproximadamente 300 mil novos casos anualmente. Estas doencas
resultam de quatro classes de patdgenos causadores, protozoarios (doenca de
Chagas, tripanossomiase humana africana e leishmaniose), bactérias (Glcera de
Buruli, hanseniase, tracoma e bouba), helmintos ou vermes metazoarios
(cisticercose/teniase, dracunculiase, equinococose, trematodiases de origem
alimentar, filariose linfatica, oncocercose, esquistossomose e helmintiases
transmitidas pelo solo) e virus (dengue, chikungunya e raiva). Algumas delas sao
tidas como extremamente negligenciadas, pois acometem milhfes de pessoas no
mundo e recebem quase nenhum investimento em inovacao, como, por exemplo, a

Leishmaniose Visceral, que possui alta prevaléncia no Brasil (OMS, 2023a, 2023b).



24

D 1 discase D 4 discases
D 2 discascs D S discases
- 3 diseases . 6 discases

Figura 3. Distribui¢do das DTNs no mundo.

Fonte: (SAVIOLI, 2019)

1.6 Leishmaniose

As Leishmanioses sao endemias infecciosas, consideradas doencas
tropicais negligenciadas, causadas por mais de 20 espécies de protozoarios do
género Leishmania. Os parasitas, agentes causadores destas doencas, séo
transmitidos majoritariamente por insetos hemat6fagos vetores da familia
Phlebotominae, pertencentes ao género Phlebotomus e conhecidos como sand
flies, no velho mundo, e ao género Lutzomyia, nas Américas, sendo popularmente
conhecidos como mosquito-palha, birigui, cangalha ou tatuquira (OMS, 2023c;
ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018).

Estes protozoarios sao inoculados nos hospedeiros mamiferos, como por
exemplo, seres humanos, quando os mosquitos infectados os picam para se
alimentarem de sangue (Figuras 4 e 5a). Os parasitas presentes no trato digestivo
do inseto, na forma promastigota, passam para a corrente sanguinea do mamifero,
e logo séo fagocitados por macrofagos e outras células fagociticas, onde sofrem
uma transformacéao fenotipica e morfologica, tornando-se amastigotas (Figuras 4 e

5b). Estes entdo se multiplicam e infectam varios tecidos do corpo, até que, no
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evento de uma nova picada por flebotomineos, sé@o ingeridos junto ao sangue pelo
inseto e passam a infectar o trato digestivo do mesmo. No mosquito, 0s parasitas
se diferenciam novamente em promastigotas, se multiplicam, migram para as
glandulas salivares do artropode e, quando o animal volta a picar para se alimentar
de sangue, passam a infectar novos hospedeiros mamiferos (BATES, 2018; CDC,
2023; OGDEN; MELBY, 2009).

Sandfly Stages Human Stages
Sandfly takes a blood meal ]
o [qullys prOMTRsTiguts SLage e Promasiigotes are

phagocytized by

into the skin) ,
. ’ macrophages
a Divide in the gut and ,'Iﬂ‘ - or ath:r l:%es
migrate to proboscis ; i: ('_‘ of mononuclear

Amastigotes transform inte
promastigote stage in the gut

e

Promastigates transform
into amastigotes

Amastigotes mulliply in cells
of varicus tissues and infect

h other calls
parasitized cell -

B SEﬂdﬂy-TakES a blood meal
{ingests macrophages infected
with amastigobes)

ﬁ= Infective Stage
A= Diagnosl'-c Slage SAFER - ni.m.lmlnt-ﬂorl -

Figura 4. Ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania.

Fonte: (CDC, 2023)
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Figura 5. Formas morfoldgicas dos parasitas do género Leishmania.
Cultura de promastigotas de L. donovani (a) com um cinétoplasto (k) indicado.
Amastigotas intracelulares de L. donovani infectando células de baco de hamster (b).

Fonte: (OGDEN; MELBY, 2009)

As infeccBes por Leishmania se manifestam em trés formas principais, sendo
elas cutanea, visceral, chamada kala-azar, e mucocutanea. Todas as trés formas
da doenca provocam sequelas irreparaveis e podem levar a morbidades
desabilitantes, com impactos socioecondmicos gravissimos. A forma visceral é
considerada a mais grave, podendo levar a caquexia profunda, anemia,
hipergamaglobulinemia, processos hemorragicos e infeccées secundarias, devido a
inducao de trombocitopenia e leucopenia pelo parasita. Caso nao tratada, sua taxa
de mortalidade pode chegar a 100% em 2 anos. (OMS, 2023c; ULIANA; TRINCONI;
COELHO, 2018).

Afetando 98 paises, a Leishmaniose apresenta por volta de 100 mil novos
casos e provoca 30 mil mortes anualmente. Segundo dados epidemioldgicos,
estima-se que mais de 1 bilhdo de pessoas encontram-se sob risco de infeccao. No
Brasil, 18.010 novos casos foram relatados em 2020, sendo 94% da forma cutanea
(Figura 6) (OMS, 2023c, 2023d, 2023e).



27

Mapa da Populacao em risco

Figura 6. Mapa da populacio da América do Sul em risco de contrair Leishmaniose.

Fonte: (DNDI, 20233, 2023b)

1.6.1 Quimioterapia das Leishmanioses

Até 0 momento, ndo existem vacinas eficazes para Leishmaniose, sendo o
tratamento composto por, apenas, poucos agentes quimioterapéuticos (Figura 7).
Os mais empregados sao 0s compostos antimoniais pentavalentes, como o
antimoniato de meglumina e o estibogluconato de sddio (Figura 7a-b), os quais
foram desenvolvidos na década de 1920, sendo estes os farmacos de primeira
escolha (DNDI, 2023a, 2023b; ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018).

A segunda classe de agentes mais empregada no tratamento das
Leishmanioses é a da anfotericina B (Figura 7c), cuja eficacia frente a parasitas
deste género foi reportada nos anos 1950, e apresenta toxicidade bastante elevada.
Tentando mitigar seus efeitos colaterais, formulacdes modernas foram
desenvolvidas, tais como preparacfes lipossomais e PEGuiladas, porém estas
apresentam custo proibitivo para a populagcéo afetada (DE ALMEIDA et al., 2017;
DNDI, 2023a, 2023b; ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018).
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Ambas as classes séo de uso parenteral e induzem efeitos adversos graves,
0 que contribui para a ndo adesdo ao tratamento por parte dos pacientes. Além
disso, as taxas de falha do tratamento sdo altas, sendo relatados casos de
resisténcia aos farmacos e, consequentemente, levando ao aumento das dosagens
necessarias ao longo dos anos (DNDI, 2023a, 2023b; ULIANA; TRINCONI;
COELHO, 2018).

Ha algumas alternativas ao tratamento classico, porém também apresentam
efeitos adversos graves e eficacia limitada, como é o caso da miltefosina (Figura
7e), de administracdo oral, e da paromomicina (Figura 7d), que demonstra eficacia
inferior aos compostos de antiménio pentavalente, porém tem se mostrado Uutil
guando empregada em associacdo aos mesmos, possibilitando reducdo do tempo
de tratamento. A pentamidina (Figura 7f), também tem sido usada, porém os efeitos
adversos e baixa eficacia a levam a ndo ser empregada frequentemente, salvo em
casos de resisténcia a primeira linha de tratamento (DE ALMEIDA et al., 2017;
ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018).

A combinacdo de dois agentes de mecanismos de acdo distintos é
normalmente empregada, visando aumentar a eficicia, reduzir o tempo de
tratamento e a incidéncia de resisténcia aos quimioterapicos (DE ALMEIDA et al.,
2017; ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018).

Além dos problemas relativos aos farmacos em si, o tratamento para as
Leishmanioses também é caro e inacessivel para a maior parte da populacao
afetada, devido ao custo proibitivo ou por se encontrarem em areas de dificil acesso
e distantes de centros de tratamento (DNDI, 2023a, 2023b; ULIANA; TRINCONI;
COELHO, 2018).
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Figura 7. Estruturas quimicas dos farmacos empregados na quimioterapia das Leishmanioses.
Antimoniato de meglumina (a), estibogluconato de sodio (b), anfotericina B (c), paromomicina (d),
miltefosina (e) e pentamidina (f).

Figura preparada pelo autor por meio do software ChemDraw.
Fonte: (DE ALMEIDA et al., 2017)

Neste contexto, a busca por novos agentes seguros e eficazes para combater
protozoarios do género Leishmania, com um perfil de tratamento mais simples e
com um custo mais acessivel, possibilitando um maior acesso e adesao da
populacdo ao mesmo € premente (DE ALMEIDA et al., 2017; DNDI, 2023a, 2023b;
ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018).
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1.7 Sirtuina 2 parasitaria como alvo biogquimico

Em parasitas da familia Trypanosomatidae, foram descritos trés grupos de
enzimas homadlogas das Sirtuinas humanas, sendo eles a Sirtuin 2 related protein 1
(Sir2rpl), Sirtuin 2 related protein 2 (Sir2rp2) e Sirtuin 2 related protein 3 (Sir2rp3)
(Tabela 3). Enzimas desta familia estdo envolvidas em diversos processos
fisiologicos celulares nos parasitas, incluindo a regulacdo da expressao de varios
genes, controle metabdlico e a resposta a danos no DNA (FERREIRA, 2019;
FERREIRA et al., 2023; GOMES, 2021; GOMES et al., 2021; MORETTI et al., 2015;
RONIN et al., 2018).

Tabela 3. Comparagao entre a localizacéo subcelular e as atividades cataliticas dos diferentes paralogos
da Sirtuina de Leishmania major e a identidade entre suas sequéncias primarias e aquelas dos ortélogos
humanos hSIRT2, hSIRT4 e hSIRTS.

O alinhamento de sequéncias fora realizado por meio da ferramenta Clustal Omega, através do pacote PyMod,
empregando as sequéncias candnicas depositadas no banco de dados UniProt (codigos de acesso: Q25337 ;
Q40B33; Q4Q2Y6 ; Q81XJ6 ; QIYEET ; QINXAS, respectivamente).

Fonte: (GOMES et al., 2021; MITTAL; MUTHUSWAMI; MADHUBALA, 2017; RONIN et al., 2018; SACCONNAY
etal., 2013

Localizagado Atividades Porcentagem Porcentagem Porcentagem | Porcentagem
Enzima subcelular enzimaticas de identidade | deidentidade | deidentidade | de identidade
primaria conhecidas em relacédo a em relagdo a em relagdo a em relacdo a
Sir2rpl de hSIRT2 hSIRT4 hSIRT5
L. major
L. major Desacetilase e
Sir2rpl Citoplasma ADP-ribosil- N.A. 37.17% 20.08% 20.59%
transferase
L. major Desacetilase e
Sir2rp2 | Mitocondria ADP-ribosil- 20.66% 24.46% 37.99% 26.01%
transferase
L. major Desacetilase,
Sir2rp3 | Mitocondria desuccinilase e 22.59% 19.62% 26.52% 38.75%
demalonilase
Desacetilase,
ADP-ribosil-
hSIRT2 Citoplasma transferase, 37.17% N.A. 24.82% 26.24%
demiristoilase e
4-oxononanoilase

Em espécies do género Leishmania, as Sirtuin 2 related proteins (Sir2rp) se
mostram essenciais para a fisiologia do parasita, ocasionando alteragbes
significativas na mesma quando inibidas por algum agente farmacolégico ou quando
seus genes sao deletados em estudos de knockout (GOMES et al., 2021; MITTAL,;
MUTHUSWAMI; MADHUBALA, 2017; VERGNES et al., 2005).
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Enquanto a auséncia completa da Sir2rp2 mitocondrial em estudos de
knockout com L. donovani gera individuos viaveis, estes apresentam atividade
mitocondrial, crescimento e viruléncia reduzidos em comparacdo com a cepa
selvagem, além de serem mais suscetiveis a inibidores de Sirtuina 2 humana
(GOMES et al., 2021; MITTAL; MUTHUSWAMI; MADHUBALA, 2017).

Ja em estudos de knockout de Sir2rp3 em L. infantum, ndo se observou
diferencas notaveis entre a cepa selvagem e aquela apresentando a delecédo de
ambos os alelos da enzima. Porém, em outras espécies de Tripanosomatideos,
como Trypanosoma cruzi, foi observado que a superexpressdo de Sir2rp3 em
amastigotas tem uma correlacéo positiva com a proliferacéao celular e a infectividade
dos parasitas, além de atenuar a acdo dos farmacos benznidazol e nifurtimox contra
0s mesmos. Foi demonstrado também, que a inibicdo farmacolédgica da Sir2rp3 por
salermida é letal para os parasitas da espécie T. cruzi (FERREIRA et al., 2023;
GOMES et al., 2021; MORETTI et al., 2015).

Estudos de knockout de Sir2rpl em L. infantum demonstram que esta enzima
citosdlica é necessaria para a sobrevivéncia dos parasitas, ocasionando a
inviabilidade dos mesmos quando de sua auséncia completa. Em cepas onde
apenas um dos dois alelos fora deletado, apesar de vidveis, os parasitas
apresentaram viruléncia significativamente reduzida em comparacdo a cepa
selvagem. Outros trabalhos demonstraram, também, que a superexpressao de
Sir2rpl em L. infantum levou a um aumento da proliferacdo do protozoario e de seu
consumo de NAD*. Diante destas observacdes, esta se apresenta como alvo
bioquimico na busca e desenvolvimento de novos farmacos contra as parasitoses
causadas por estes protozoarios (GOMES et al., 2021; RONIN et al., 2018).

Além do mais, diferencas estruturais entre os homologos humanos e de
espécies de Leishmania podem ser exploradas, na busca de inibidores seletivos, o
gue pode resultar em farmacos mais seguros, eficazes e com menor toxicidade para
o tratamento das Leishmanioses (Tabela 4, Figura 8). Alguns compostos com
atividade inibitoria de Sirtuinas 2 de Tripanosomatideos ja foram reportados (Figura
9), como o sirtinol, 0 cambinol, a salermida, a nicotinamida, a esplitomicina e o
bisnaftalimidopropil (BNIP) (GOMES et al., 2021; MITTAL; MUTHUSWAMI;
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MADHUBALA, 2017; MORETTI et al., 2015; RONIN et al., 2018; RUMPF et al.,
2015a).

Tabela 4. Identidade entre as sequéncias primarias dos ortélogos da Sirtuin 2 related protein 1 dos
diferentes Tripanosomatideos estudados neste trabalho e seu homdlogo humano.

O alinhamento de sequéncias fora realizado pelo autor, por meio da ferramenta Clustal Omega, através do
pacote PyMod, empregando as sequéncias candnicas depositadas no banco de dados UniProt

(codigos de acesso: AOAGLOXH39 ; E9AY03 ; Q25337 ; Q8IT90 ; AOA3P3Z957 ; Q4DP02 ; Q8IXJ6 , respectivamente).

Sir2rpl Porcentagem de identidade em relagdo a L. infantum Sir2rpl
L. mexicana 93,03%
L. major 92,23%
L. amazonensis 92,08%
L. braziliensis 81,77%
T. cruzi 56,23%
hSIRT2 42,99%

L.amazonensis

L.mexicana

Linfantum

L.major

L.braziliensis

T.cruzi

hSIRT2

Figura 8. Dendrograma representando a distancia de identidade entre as Sir2rpl das espécies de
Tripanosomatideos estudadas neste trabalho e a Siruina 2 humana.

O dendrograma foi gerado pelo autor, usando o método de clusterizagéo hierarquica UPGMA (método de
grupo de pares ndo ponderado com média aritmética) através do pacote PyMod, a partir do alinhamento de
sequéncias realizado por meio da ferramenta Clustal Omega, empregando as sequéncias candnicas
depositadas no banco de dados UniProt

(codigos de acesso: AOAGLOXH39 ; E9AY03 ; Q25337 ; Q8IT90 ; AOA3P3Z957 ; Q4DP02 ; Q8IXJ6 , respectivamente).
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Figura 9. Estruturas quimicas de compostos com atividade inibitéria de Sirtuinas 2 de
Tripanosomatideos.
Sirtinol (a), Cambinol (b), salermida (c), nicotinamida (d), esplitomicina (e) e bisnaftalimidopropil (f).

Figura preparada pelo autor por meio do software ChemDraw.
Fonte: (FERREIRA, 2019; GOMES, 2021; GOMES et al., 2021; MITTAL; MUTHUSWAMI; MADHUBALA, 2017)

Considerando-se, que apenas uma Sir2rp da familia Trypanosomatidae teve
sua estrutura elucidada experimentalmente, por meio de cristalografia e difracéo de
raios X (L. infantum Sir2rp1, codigo PDB 50L0), o presente trabalho visa a aplicacédo
da metodologia de Modelagem Comparativa na construgdo de modelos
tridimensionais de enzimas da familia das Sirtuinas de outras espécies do género.
Essa é uma importante abordagem para a contribuicdo ao entendimento de suas

estruturas tridimensionais, seu funcionamento bioquimico, seus sitios cataliticos e
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de ligacao a substratos, co-substratos e inibidores, ao estudo das diferencas entre
elas e possiveis pontos de interacdo para o desenvolvimento de candidatos a novos
farmacos por metodologias de planejamento baseado na estrutura do alvo
biomolecular (SBDD) (FERREIRA, 2019; FERREIRA et al., 2023; GOMES, 2021;
GOMES et al., 2021; RONIN et al., 2018; RUMPF et al., 2015a).

1.8 Planejamento de Farmacos Assistido por Computadores

O Planejamento de Farmacos Assistido por Computadores (do inglés
Computer Aided Drug Design, CADD) contempla multiplas estratégias quimico-
moleculares, fisicas e quanticas com o objetivo de descobrir, projetar e desenvolver
agentes quimicos terapéuticos, lancando mao de ferramentas, técnicas e
metodologias matematicas e computacionais englobadas dentro das areas de
quimio- e bioinformética. Os principais objetivos do CADD fazem parte de um
trabalho multidisciplinar que visa aumentar a eficiéncia dos processos de
descoberta e aprimoramento de moléculas bioativas, de desenvolvimento de novas
farmacoterapias, e da compreensao de eventos bioldégicos no nivel molecular
(FERREIRA et al., 2023; GOMES, 2021; LIMA et al., 2021; PRIETO-MARTINEZ et
al., 2019).

1.8.1 Planejamento de Farmacos Baseado na Estrutura do Receptor

A busca de novos farmacos pela abordagem de planejamento baseado na
estrutura do alvo biomolecular (do inglés Structure Based Drug Design, SBDD) se
fundamenta no conhecimento estrutural detalhado do alvo biolégico. Analisando a
composicao de sitios ativos e alostéricos destas enzimas ou receptores em termos
de quais residuos de aminoacidos os compdem e o posicionamento espacial dos
mesmos, torna-se possivel desenhar de maneira racional compostos que
apresentem caracteristicas complementares a estes sitios, ou estudar a
complementaridade de compostos ja existentes, isto é, presenga e posicionamento
de grupamentos quimicos funcionais cujas propriedades eletronicas e estéricas
possibilitem interagbes termodinamicamente favoraveis com tais sitios de ligacéo.
O conhecimento do papel fisiologico do alvo é outro requisito para este tipo de

abordagem. Conhecendo a sua funcéo biologica e a sua relagdo com um processo
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fisiopatologico, por exemplo, podemos aplicar o conhecimento estrutural deste alvo
no desenvolvimento de compostos que possam influenciar de maneira desejavel o
processo patoldgico estudado (FERREIRA, 2019; FERREIRA et al., 2023; GOMES,
2021; LIMA et al., 2021; VERLI, 2015).

1.8.2 Atracamento Molecular, Modelagem Farmacoférica e Triagem Virtual
Baseada na Estrutura do Alvo

O atracamento molecular (do inglés Molecular Docking), a modelagem
farmacoforica baseada na estrutura do alvo e a triagem virtual baseada no alvo (do
inglés Structure Based Virtual Screening, SBVS) sdo metodologias que se
enguadram na estratégia de SBDD e, portanto, requerem conhecimento estrutural
detalhado do alvo (FERREIRA, 2019; FERREIRA et al., 2023; LIMA et al., 2021;
TYAGI et al., 2022; VERLI, 2015).

No atracamento molecular e na triagem virtual baseada em docking,
empregando algoritmos computacionais e modelos tridimensionais de compostos
ou fragmentos de compostos provenientes de bancos de dados, simula-se a
interacdo destes ligantes em potencial com alguma regido especifica da estrutura
alvo em questdo, como, por exemplo, o sitio ativo de uma enzima. Os compostos
estudados tém sua estrutura simulada em varias conformacdes distintas, e essas
sdo inseridas computacionalmente dentro do sitio de interesse do alvo biomolecular,
processo que pode ser realizado por meio de algoritmos fundamentalmente
distintos, como os genéticos Darwinianos e Lamarckianos, além dos estocésticos,
entre outros. Entéo, as poses dos ligantes dentro do sitio do alvo sédo avaliadas por
funcdes de rangueamento de acordo com a sua complementaridade com 0 mesmo.
Estas funcbes empregam uma analise das interacdes estéricas e eletrostaticas
entre o ligante e o alvo para estimar um modelo da termodindmica desta interagéo,
e assim predizer quais poses dos ligantes mais provavelmente apresentariam maior
afinidade pelo receptor. Deste modo, a otimizacdo de um prototipo pode ser
continuada a partir dos compostos que apresentem interacdes mais favoraveis
(FERREIRA et al., 2023; GLAAB, 2016; GOMES, 2021; VERLI, 2015).

Na modelagem farmacoférica baseada na estrutura do alvo e na triagem

virtual baseada em modelo farmacoforico, o sitio de ligacdo de um alvo biomolecular



36

tem sua estrutura mapeada, e as propriedades espaciais e fisico-quimicas dos
residuos de aminoacidos que compdem o sitio sdo analisadas por algoritmos
computacionais, de modo que o tamanho e caracteristicas quimicas dos bolsos que
formam o sitio possam ser usados na constru¢cdo de um modelo gquantitativo que
representa as possiveis interagdes quimicas e propriedades estruturais que um
ligante deva ter para poder realizar uma interagdo 6tima com o sitio. Assim, de
maneira similar a triagem virtual baseada em atracamento molecular, é possivel triar
dentre uma biblioteca de compostos ou fragmentos moleculares quais 0s mais
promissores para a interacdo com o sitio estudado (FERREIRA et al., 2023; TYAGI
et al., 2022).

Estas metodologias permitem que a busca por novos ligantes se torne muito
mais eficiente, pois a partir de uma biblioteca contendo centenas, milhares, ou até
milhGes de compostos, € possivel eleger algumas poucas dezenas de compostos
promissores para a realizacdo de ensaios bioldgicos, além da possibilidade de
desenhar alguns compostos que provavelmente, segundo a estrutura do alvo, irdo
apresentar afinidade por este, o que propicia uma grande reducao de custos e de
tempo nesta primeira etapa do desenvolvimento (FERREIRA et al., 2023; GLAAB,
2016; LIMA et al., 2021; PRIETO-MARTINEZ et al., 2019; TYAGI et al., 2022).

Porém, para que seja possivel prever e avaliar a interacdo de compostos com
o alvo escolhido, se faz necessario conhecimento estrutural e dindmico extensivo
do mesmo, a estrutura do sitio ativo, quais residuos de aminoacidos estédo
envolvidos no reconhecimento do ligante e na catalise da rea¢éo, no caso de uma
enzima, e o posicionamento destes no espaco. Desta forma, esta metodologia
requer um modelo estrutural da proteina alvo, que pode ser obtido pela técnica de
cristalografia e difracdo de raios X, criomicroscopia eletrbnica, ressonancia
magnética nuclear, modelagem comparativa, entre outras (FERREIRA, 2019;
FERREIRA et al., 2023; GOMES, 2021; JUMPER et al., 2021; VARADI et al., 2022;
VERLI, 2015; WEBB; SALI, 2016).

1.9 Modelagem Molecular de Proteinas
A técnica computacional de Modelagem Molecular compreende um conjunto

de metodologias que se apresentam como uma alternativa a elucidagéo estrutural
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experimental de proteinas, visto que metodologias como cristalografia e difracdo de
raios X, difracdo de néutrons, criomicroscopia eletrénica e ressonancia magnética
nuclear (RMN) séo de complexidade elevada e mesmo com os recursos adequados,
estas ndo sdo aplicaveis a toda e qualquer estrutura protéica por diversos motivos
(JUMPER et al., 2021; VARADI et al., 2022; VERLI, 2015; WEBB; SALI, 2016).

A modelagem computacional pode ser abordada por metodologias distintas,
tais como a Modelagem Comparativa, o Threading ou predicdo do enovelamento e
a Modelagem Ab initio ou predicao por primeiros principios, dependendo do grau de
identidade da sequéncia alvo com estruturas conhecidas. Quando nao ha nenhuma
estrutura de referéncia adequada pode-se tentar predizer a ocorréncia de estruturas
secundarias na sequéncia alvo com base nas interacdes quimicas e estéricas entre
seus residuos de aminoacidos, essencialmente buscando a conformacao de menor
energia em ambiente aquoso e levando em consideragao propriedades conhecidas
de proteinas, como angulos diedrais termodinamicamente favoraveis que
sabidamente ocorrem em estruturas proteicas (predi¢ao Ab initio). Outra abordagem
€ 0 chamado Threading, onde a sequéncia alvo € comparada com bancos de dados
compostos por pequenos fragmentos de sequéncias de aminoacidos que
estatisticamente apresentam um determinado tipo de enovelamento, provindas de
um grande numero de estruturas de proteinas resolvidas experimentalmente.
Considerando que o enovelamento é mais conservado do que as sequéncias de
aminoacidos, e que o numero de tipos de enovelamento possiveis para proteinas é
limitado, pode-se encontrar quais estruturas secundarias a sequéncia alvo
apresenta maior probabilidade de assumir (JUMPER et al., 2021; VARADI et al.,
2022; VERLI, 2015; WEBB; SALI, 2016).

J4 a metodologia de Modelagem Comparativa se baseia ho emprego de
propriedades tridimensionais elucidadas experimentalmente, provenientes de uma
ou mais proteinas usadas como moldes, na construcédo de modelos tridimensionais
de outras proteinas a partir de suas sequéncias de aminoacidos, desde que as
estruturas molde e modelada apresentem alto grau de identidade entre suas
estruturas primarias, de modo que estas possam ser alinhadas satisfatoriamente
(VERLI, 2015; WEBB; SALI, 2016).
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Atualmente, ferramentas que empregam varias metodologias de modelagem
combinadas s&o muito utilizadas, incluindo algumas que abordam o problema com
auxilio de Inteligéncia Artificial e Aprendizado de Maquinas, de modo a aplicar as
varias metodologias conhecidas e os bancos de dados disponiveis de maneira
extremamente eficiente. Um exemplo desta abordagem € a ferramenta AlphaFold,
que ganhou muita visibilidade nos udltimos anos por ser capaz de resolver com
qualidade boa ou, ao menos, razoavel as estruturas de quase todas as sequéncias
de aminoacidos conhecidas pela comunidade cientifica, revolucionando a
Modelagem Molecular de proteinas (JUMPER et al., 2021; VARADI et al., 2022;
WEBB; SALI, 2016).

1.10 Dindmica Molecular

A metodologia de Dindmica Molecular (DM) envolve a parametrizacéo
matematica das propriedades dos atomos de um modelo, por meio de um conjunto
de parametros validados experimentalmente chamado de campo de forca, para
entdo simular a movimentacdo do modelo ao longo do tempo por meio de célculos
de Mecéanica Molecular e equagbes de movimento de Newton. Os principais
parametros utilizados sdo a carga e a massa dos atomos, que sao tratados como
esferas, e a forca e comprimento de suas ligac6es covalentes, que sao tratadas
como molas. As interacdes nao ligadas, tanto eletrostaticas como apolares, também
sao simuladas (ABRAHAM et al., 2023, 2015; LEMKUL, 2019; VERLI, 2015).

Considerando que modelos de proteinas existem estaticos e isolados em um
Vacuo, enquanto as proteinas reais existem em um meio aguoso, interagem com
varias outras moléculas e estdo em constante movimento, as simulacdes de
Dinamica Molecular apresentam uma ampla gama de aplicac6es. Exemplos do uso
de simulacdes de DM séo a avaliacdo dinamica da interagcéo ligante-receptor em
meio fisioldgico ao longo do tempo, o estudo de mudancas conformacionais e de
encaixe induzido em estruturas de macromoléculas, o refinamento de estruturas
tanto modeladas computacionalmente como aquelas resolvidas
experimentalmente, levando em consideragcédo, por exemplo, que 0 meio para a
obtencéo de cristais de proteinas é bastante distinto do meio fisiologico no qual elas
ocorrem, entre outros (FERREIRA, 2019; FERREIRA et al., 2023; VERLI, 2015).
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1.11 Célculos de energia de interagcdo via MMPBSA

O MM/PBSA, do inglés Molecular Mechanics/Poisson-Boltzmann Surface
Area, ou Mecanica Molecular/Area Superficial de Poisson-Boltzmann, é um método
de estado final de pds-processamento para calcular a energia livre de solvatacéo
de moléculas em solugdo, podendo usar conjuntos de dados derivados de
simula¢gBes de Dindmica Molecular. O método emprega o modelo de solvatagéo
implicita de Poisson-Boltzmann e a area superficial acessivel ao solvente (SASA,
do inglés solvent accessible surface area) para estimar a energia de solvatacéo das
espécies estudadas, e as frequéncias vibracionais podem ser calculadas usando o
método de modos normais ou andlise quase-harmonica para aproximar a variacdo
de entropia do soluto, entre outros métodos como interaction entropy e C2 entropy.
Interacdes especificas também podem ser dissecadas usando a metodologia de
decomposicdo de energia livre ou de varredura de alanina. Esta metodologia pode
ser usada para estudar a interagéo e estimar a afinidade de ligantes por proteinas
(DUAN; LIU; ZHANG, 2016; EKBERG; RYDE, 2021; MILLER et al., 2012; VALDES-
TRESANCO et al., 2021; WANG et al., 2016).

2. OBJETIVOS

Os objetivos centrais desta dissertacédo foram dois:
1) Construcao, validacdo e refinamento de modelos tridimensionais de Sirtuin 2
related protein 1 (Sir2rpl) de espécies do género Leishmania, empregando-se para
tal metodologias e ferramentas de Modelagem Comparativa e DinAmica Molecular.
2) Estudo estrutural dos modelos construidos e de sua interagdo com seus
substratos naturais e comparacdo entre eles e com a estrutura da Sirtuina 2

Humana



MATERIAIS

Servidor de processamento Dell PowerEdge T630, processadores 2x Intel
Xeon E5-2650v3 (20 nucleos, 40 threads, 2.3 GHz, frequéncia turbo de 3
GHz), 64GB de memdria RAM, 12TB de armazenamento em RAID 5 (8TB
disponiveis para o usuario), placas de video 2x NVIDIA GeForce RTX 2060

6GB. Sistema operacional VMWare ESXi 6.0, maquinas virtuais com Linux

Ubuntu 20 instalado.

Bancos de dados utilizados:
o Protein Data Bank (PDB)

o UniProt

Sequéncias de aminoacidos utilizadas (Cddigos de acesso UniProt):

Q25337 E9AYO03 Q8IT90
AOA3P3Z957 Q4DPO02 AOAGLOXH39
Q40QB33 Q4Q2Y6 Q8IXJ6
Q96EB6 QINTG7 Q9Y6E7
QINXAS8 Q8N6T7 Q9NRCS8

A41AM7 - -
Estruturas tridimensionais de proteinas utilizadas (Cédigos de acesso PDB):

50L0 32GO 5D70 2H4F
5DY4 4RMJ 4BUZ 1YCc2
4BV2 5D7P 5D7Q 4Y6L
4BV3 4L30 5FYQ 4BN5
ARMI 4RMH 4ARMG 5DY4
5YQM 5YQL 5DY5 5Y0Z
5Y5N 5MAR S5MAT 5YQN
5YQO 4R8M 7BOT 7BOS
4JSR 5G4C 4TWI 6RXJ
50J7 - - -
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e Softwares e plataformas utilizados:

Modeller 10.3 PyMod 3.0.2 PyMol 2.5
UCSF Chimera 1.16 BIOVIA Discovery Studio SAVES 6.0
Visualizer 2021
MolProbity 4.5.1 QMEAN GROMACS 2023.3
LigPlotPlus 2.2 AmberTools 22 ACPYPE 2022.1.3
Visual Molecular BioRender ChemDraw Ultra 12
Dynamics (VMD) 1.9.3
gmx_MMPBSA 1.6.1 DisEMBL 1.5 XMGrace
CavityPlus PyMol 2.5 Open Babel 3.1.1
Gaussian 09 Spartan v14
4. METODOS

4.1 Construcdo dos modelos de Sirtuina

Empregando o software Modeller através do pacote PyMod, foram
construidos modelos tridimensionais de Sirtuin 2 related-protein 1 das espécies L.
infantum, L. major, L. mexicana, L. amazonenses, L. braziliensis e T. cruzi, tendo
como base sequéncias de aminoacidos consideradas canbnicas destas enzimas
depositadas no banco de dados UniProt (cédigos de acesso AOA6LOXH39, Q25337,
E9AY03, Q8IT90, AOA3P3Z957 e Q4DP02, respectivamente), por meio da técnica
de Modelagem Comparativa e do uso da estrutura tridimensional de Sir2rpl de L.
infantum extraida da plataforma PDB (cédigo de acesso 50L0, cadeia A) como
molde. Realizou-se o alinhamento entre as sequéncias modeladas e o molde
realizado por meio da ferramenta Clustal Omega. Para cada sequéncia foram
gerados 10 modelos, sendo que o melhor destes foi usado nos experimentos
subsequentes. Quando necessario, como por exemplo devido a presenca de nés, a
porcao da grande alga desordenada foi refinada por meio da fungcéo de modelagem
de alcas do Modeller.

Os modelos foram visualizados e manipulados por meio dos softwares
PyMol, da Schrédinger, LLC, Chimera, da University of California, San Francisco e
Discovery Studio Visualizer, da Dassault Systemes (BIOVIA, 2023; PETTERSEN et
al., 2004; SCHRODINGER, 2022).



42

4.2 Validag&o dos modelos

Os modelos gerados foram avaliados quanto a qualidade estereoquimica de
sua cadeia principal por meio de graficos de Ramachandran (diagramas de angulos
Phi e Psi) e desvio de angulos 6mega, e quanto a qualidade de sua cadeia lateral
por meio de desvios de angulos Chil-Chi2 e de planaridade, além da analise de
qualidade local dos residuos de amino&cidos dos modelos e qualidade global dos
mesmos, entre outros parametros como a quiralidade dos residuos de aminoécidos,
geometria tetraédrica dos atomos de carbono alfa, nimero de prolinas cis, nimero
de bad contacts, distancias de ligacdo entre os atomos dos modelos e a geometria
ideal das ligacdes de hidrogénio formadas nos mesmos, empregando para tal as
ferramentas PROCHECK e WHATCHECK do servidor SAVES, do Molecular
Biology Institute da University of California, o servidor MolProbity, do Richardson
Lab da Duke University School of Medicine, a ferramenta QMEAN, do Center for
Molecular Life Sciences da University of Basel e a funcdo DOPE escore do software
Modeller (FERREIRA, 2019; FERREIRA et al., 2023; GOMES, 2021; HOOFT et al.,
1996; LASKOWSKI et al.,, 1993; SHEN; SALIl, 2006; STUDER et al., 2020;
WILLIAMS et al., 2018).

4.3 Simula¢cdes de Dinamica Molecular das estruturas dos modelos

Posteriormente, os modelos validados de Sir2rpl de L. infantum, L. major, L.
braziliensis e da hSIRT2 foram submetidos a simulacées de Dinamica Molecular e
seu movimento e estabilidade avaliados, na presenca de um substrato peptidico e
co-substrato NAD*, por meio do pacote GROMACS versao 2023.3 e do campo de
forca AMBER99SB-ILDN. Os ligantes néo peptidicos foram parametrizados usando
o software Antechamber, parte do pacote AmberTools, por meio do script ACPYPE,
empregando-se para tal o campo de forca GAFF (do inglés, General Amber Force
Field). (ABRAHAM et al.,, 2015; FERREIRA, 2019; FERREIRA et al.,, 2023;
LEMKUL, 2019; LINDORFF- LARSEN et al., 2010; SOUSA DA SILVA; VRANKEN,
2012; WANG et al., 2004, 2006).
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4.3.1 Montagem dos sistemas de simulac¢é&o

Os modelos foram manipulados com auxilio do software PyMol, e os
complexos (Sirtuina, substrato segmento do peptideo p53 acetilado, co-substrato
NAD* e ifon estrutural Zn?*) foram entdo preparados para simulagdo no pacote
GROMACS 2021.3, em triplicata, de acordo com a seguinte metodologia. As
topologias para os sistemas foram geradas com o médulo pdb2gmx usando o
campo de forca AMBER99SB-ILDN e o modelo de agua TIP3P. Os estados de
protonacédo dos residuos de aminoacidos ionizaveis foram aplicados considerando
um pH de 7. O co-substrato NAD* foi parametrizado utilizando a ferramenta
Antechamber do pacote AmberTools22 e o campo de forca GAFF por meio do script
ACPYPE, e as cargas parciais assignhadas aos seus atomos por esta ferramenta
foram checadas empregando os métodos de mecanica quantica (MQ) da Teoria do
Funcional da Densidade (do inglés, Density Functional Theory, DFT) com o método
B3LYP e Hartree-Fock (HF) com a base de célculos 6-311++G** por meio dos
softwares Spartan e Gaussian, apresentando valores proximos aos calculados por
essas metodologias. Os complexos foram colocados dentro de uma caixa de
simulacdo de forma dodecaédrica rdbmbica com uma distancia minima de um
nandmetro (nm) das bordas dos mesmos. Os sistemas foram solvatados, sua carga
elétrica liquida foi neutralizada com ions de soédio e sal cloreto de sodio foi
adicionado a uma concentracdo de 145 mmol. Um intervalo de corte duplo de um
nm foi usado para os calculos das interagcdes Coulombicas (eletrostatica de curto
alcance) e interagbes ndo covalentes de Lennard-Jones (van der Waals). As
interacOes eletrostaticas de longo alcance foram calculadas usando o método de
malha suave de particulas de Ewald (do inglés, smooth particle-mesh Ewald, PME),
com um esquema de interpolacdo cubica (ABRAHAM et al.,, 2023, 2015;
FERREIRA, 2019; FERREIRA et al., 2023; FRISCH et al., 2009; LEMKUL, 2019;
LEMKUL; BEVAN, 2010; LINDORFF- LARSEN et al., 2010; SCHRODINGER, 2022;
SHAO et al., 2006; SOUSA DA SILVA; VRANKEN, 2012; WANG et al., 2004, 2006).

4.3.2 Minimizacao de energia e equilibracéo
Os sistemas passaram por uma primeira etapa de minimizacdo de energia

usando o algoritmo do método do gradiente (do inglés, steepest descent algorithm)
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com um intervalo de distancia de um picébmetro (pm) até que a forca maxima
convergisse abaixo de mil kilojoules por mol por nanémetro (kJ/mol-nm). Seguindo
a minimizacdo por método do gradiente, cada sistema foi equilibrado em duas
etapas, com restricdes de posicionamento de 103 kJ/mol-nm? em todos os eixos
aplicadas a todos os atomos pesados dos complexos. Os comprimentos de todas
as ligag6es envolvendo atomos de hidrogénio foram harmonicamente restringidos
aos seus valores de equilibrio usando o algoritmo LINCS. A lista de vizinhos para o
calculo de interacdes ndo covalentes foi atualizada a cada cem etapas de tempo
sob condicbes de fronteira periddicas (do inglés, Periodic Boundary Conditions,
PBC) e a correcéo de dispersao foi aplicada aos termos de energia e pressao para
compensar o truncamento dos termos de van der Waals. Em todas as simulacdes,
0s complexos e os ions cloreto de sodio e as moléculas de solvente foram
separadamente fracamente acoplados a dois banhos de temperatura a 310 K,
usando o algoritmo de Berendsen modificado, V-Rescale, com um tempo de
acoplamento de 0,1 picosegundo (ps), e as equacdes de movimento foram
integradas usando o algoritmo Leapfrog com um intervalo de tempo de dois
femtosegundos (fs). As velocidades iniciais foram obtidas a partir de distribui¢cdo
Maxwelliana na temperatura de 310 K, e uma trajetoria de equilibracdo de
temperatura sob volume constante (conjunto NVT) foi calculada por 200 ps. Os
sistemas foram entéo equilibrados sob pressao constante de um bar (conjunto NPT)
empregando o barostato de Berendsen modificado, C-Rescale, com tempo de
acoplamento de dois ps em trajetoria computada por 200 ps, escalando o centro de
massa das coordenadas de referéncia com a matriz de escala do acoplamento de
pressdo (ABRAHAM et al., 2023, 2015; FERREIRA, 2019; FERREIRA et al., 2023;
LEMKUL, 2019; LEMKUL; BEVAN, 2010).

4.3.3 Simulagfes de Dinamica Molecular de producéo

Duas simulacdes de dindmica molecular de producdo foram entédo
conduzidas por mil nanosegundos (ns) para cada modelo, com tempo de
amostragem de dez ps. A primeira trajetoria de simulacdo de DM de producéo foi
computada aplicando-se restricdes de posicionamento de 1000 kJ/mol-nm? em

todos o0s eixos aos atomos pesados do substrato segmento do peptideo p53 e do
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co-substrato NAD*, para que a enzima pudesse se acomodar em torno de seus
ligantes. A segunda simulagcdo de DM de producado foi entdo computada sem
quaisquer restricbes de posicionamento, partindo da estrutura central de um cluster
populoso e representativo da conformacéo holo da enzima proveniente da primeira
simulagdo de um microsegundo (us) de cada modelo de Sirtuina, e empregando o
barostato Parrinello-Rahman com um tempo de acoplamento de dois ps para regular
a pressao isotropicamente (ABRAHAM et al., 2023, 2015; FERREIRA et al., 2023;
LEMKUL, 2019; LEMKUL; BEVAN, 2010).

Adicionalmente, para as analises realizadas pela metodologia de Mecénica
Molecular/Area Superficial de Poisson-Boltzmann (MM/PBSA) foi conduzido um
terceiro conjunto de simulacdes de dinamica molecular de producéo de dez ns cada,
partindo da estrutura central de um cluster populoso e representativo da
conformacéao holo da enzima proveniente da segunda simulagdo de um us de cada
modelo de Sirtuina, utilizando-se para tal os mesmos parametros da simulacdo
anterior, porém com uma frequéncia de amostragem de cem fs, devido a
necessidade de uma amostragem mais densa das trajetOrias para este tipo de
calculo (DUAN; LIU; ZHANG, 2016; EKBERG; RYDE, 2021).

4.3.4 Tratamento das trajetérias de Dinamica Molecular

As trajetérias das trés simulacGes de producdo para cada modelo foram
tratadas para posterior andlise empregando-se os médulos grompp e trjconv do
pacote GROMACS, de acordo com a seguinte metodologia. O primeiro frame da
trajetéria ndo tratada fora extraido aplicando-se o filtro “cluster” e agrupando todos
os elementos dos complexos (Sirtuina, substrato segmento do peptideo p53
acetilado, co-substrato NAD* e ion estrutural Zn?*). A partir deste frame, fora gerado
um novo arquivo de entrada de simulacéo (.tpr), e utilizando este novo arquivo tpr
foi gerado um novo arquivo de trajetéria (.xtc) aplicando-se neste o filtro “nojump”,
de modo que todos os elementos dos complexos permanecam unidos e nao
atravessem as condi¢fes de fronteira periddicas individualmente. Entdo, o primeiro
frame desta nova trajetoria fora extraido aplicando-se os filtros “pbc”, “center” e “ur”,
com este foi gerado um novo arquivo de entrada de simulagao (.tpr), e utilizando

este novo arquivo tpr foi gerado um novo arquivo de trajetoria (.xtc) a partir do
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anterior, aplicando-se neste os filtros “pbc”, “center” e “ur”, com a finalidade de
centralizar os complexos no centro das caixas de simulacdo, para evitar que estes
atravessem as condicfes de fronteira periddicas. Por fim, o dltimo arquivo de
entrada de simulacdo gerado foi usado para gerar um novo arquivo de trajetoria a
partir do anterior, aplicando-se neste o filtro “fit”, para compensar pelos movimentos
de rotacdo e translacdo dos complexos ao longo das trajetdrias de simulacéo de
dindmica molecular (ABRAHAM et al., 2023, 2015; LEMKUL, 2019; LEMKUL;
BEVAN, 2010).

4.3.5 Clusterizacao das trajetorias

Entdo, usando os arquivos de entrada de simulacéo e de trajetoria tratados,
as estruturas dos complexos nas trajetorias foram clusterizadas usando o médulo
cluster do pacote GROMACS, realizando o alinhamento estrutural (Least Squares
Fitting) entre todos os atomos pesados das enzimas a ndo ser aqueles pertencentes
as extremidades flexiveis terminais N e C e a grande alca desordenada da mesma,
com um corte de RMSD de 0,1 nm e empregando o método de agrupamento de
Jarvis-Patrick. As estruturas centrais dos clusters que representaram 0 maior
namero de conformacdes dos complexos nas trajetérias foram usadas nos
experimentos subsequentes (ABRAHAM et al.,, 2023, 2015; LEMKUL, 2019;
LEMKUL; BEVAN, 2010).

4.3.6 Modificagdo do campo de forca

O campo de forca AMBER99SB-ILDN nao contém parametros para o residuo
de lisina acetilado e, portanto, teve de ser modificado para poder parametrizar a
topologia deste residuo do substrato peptidico das Sirtuinas. Para tal, o
procedimento descrito no manual do pacote GROMACS foi seguido. Primeiramente,
a entrada para o residuo de lisina do arquivo de topologia de residuos
(aminoacids.rtp) do campo de forga foi duplicada e renomeada de “LYS” para “ALY”
(de Acetyl LYsine). Esta entrada foi entdo modificada de modo a acrescentar os
atomos de carbono e de oxigénio carbonilicos e o grupo metila do radical acetil ao
residuo, além de modificar o nitrogénio € de amina para amida, de acordo com 0s

tipos de atomos usados neste campo de forca. As cargas parciais dos &tomos foram
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calculadas para o residuo de acetil lisina por meio da ferramenta Antechamber do
AmberTools22 através do script ACPYPE, de acordo com o procedimento descrito
no tutorial oficial do pacote AmberMD, e as cargas parciais assignadas aos seus
atomos por esta ferramenta foram checadas empregando os métodos de MQ de
DFT com o método B3LYP e de HF com a base de calculos 6-311++G** por meio
dos softwares Spartan e Gaussian, apresentando valores préximos aos calculados
por essas metodologias. O banco de dados de &atomos de hidrogénio
(aminoacids.hdb) também foi modificado para incluir uma entrada para o0 novo
residuo que, de maneira similar, foi duplicada a entrada para o residuo de lisina,
renomeada, e modificada para incluir o nimero, tipo e conectividade dos atomos de
hidrogénio pertinentes para o residuo de lisina acetilada. Por fim, foi incluido no
arquivo do pacote GROMACS “residuetypes.dat” o novo residuo “ALY”. Desta
maneira, o modulo pdb2gmx é capaz de reconhecer, adicionar atomos de
hidrogénio e parametrizar automaticamente o residuo de lisina acetilada dos
substratos peptidicos das Sirtuinas. (ABRAHAM et al., 2023; FRISCH et al., 2009;
LINDORFF- LARSEN et al.,, 2010; SHAO et al.,, 2006; SOUSA DA SILVA;
VRANKEN, 2012; SWAILS; CASE; LEE, 2015; WANG et al., 2004, 2006).

4.4 Calculos de energia de interacdo enzima-ligante via MMPBSA

Andlises de energia de ligacdo entre os modelos de Sirtuina estudados e
seus substratos naturais foram executadas usando a metodologia de Molecular
Mechanics/Poisson-Boltzmann Surface Area por meio do pacote gmx_MMPBSA.
Empregando-se o protocolo de trajetoria Gnica, dez mil frames (equivalente a 1 ns
de simulacdo) do terceiro conjunto de trajetérias de DM computadas por dez ns
cada com um tempo de amostragem de cem fs foram utilizados para os calculos de
energia de ligagdo entre os modelos de Sirtuina, o residuo de lisina acetilada do
substrato peptidico e o co-substrato NAD*, empregando o modelo de solvatacao
implicita de Poisson-Boltzmann para os célculos de energia de interacdo e a
aproximacdo de entropia C2 para os célculos da variagdo de entropia dos
complexos, além da analise de decomposicao de energia livre para a avaliacao da
contribuicdo energética individual de cada residuo de aminoacido para a interagéo
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com os ligantes. (DUAN; LIU; ZHANG, 2016; EKBERG; RYDE, 2021; MILLER et al.,
2012; VALDES-TRESANCO et al., 2021; WANG et al., 2016).

4.5 Analise comparativa entre as estruturas de Sirtuinas 2

Estruturas dos modelos construidos e refinados do homdélogo Humano da
Sirtuina 2 (hSIRT2) e de Sir2rpl de Tripanosomatideos, complexadas com o co-
substrato NAD* e um substrato peptidico acetilado, foram avaliadas com auxilio dos
softwares Discovery Studio Visualizer, UCSF Chimera, PyMol, LigPlot+, Visual
Molecular Dynamics (VMD), gmx_MMPBSA, CavityPlus e GROMACS, para
reconhecimento dos residuos envolvidos na interacdo com seus ligantes naturais,
entre outras propriedades dos sitios ativos das enzimas estudadas (ABRAHAM et
al., 2023, 2015; BIOVIA, 2023; FERREIRA, 2019; FERREIRA et al., 2023; GOMES,
2021; HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996; LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011;
LEMKUL, 2019; LEMKUL; BEVAN, 2010; PETTERSEN et al, 2004,
SCHRODINGER, 2022; VALDES-TRESANCO et al., 2021; WANG et al., 2023; XU
et al., 2018).

A partir das analises conduzidas com os modelos construidos e usando
alinhamentos estruturais realizados no software PyMol e alinhamentos de suas
sequéncias de aminoacidos executadas com a ferramenta Clustal W foram
comparados os residuos homologos essenciais para a interacdo com seus
substratos enzimaticos naturais e as diferencas entre os seus sitios de liga¢do foram
estudadas (ABRAHAM et al., 2015; GOMES, 2021; LARKIN et al., 2007; MADEIRA
et al., 2022; SCHRODINGER, 2022; VALDES-TRESANCO et al., 2021).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo estrutural das Sirtuinas

Levando-se em consideracdo a maior homologia entre as Sir2rpl de
Tripanosomatideos com a Sirtuina 2 humana (Tabela 3), e a grande abundancia de
estruturas cristalograficas desta ultima em complexo com uma gama de ligantes
inibidores enzimaticos, o presente trabalho iniciou-se com a realizagcdo de um

levantamento e subsequente revisdo bibliografica sobre a estrutura da hSIRT2 e os
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possiveis modos de ligacdo de inibidores conhecidos desta enzima. (PENTEADO
et al., 2023).

Em termos estruturais, as Sirtuinas compartilham um nucleo conservado em
formato oval de aproximadamente 275 residuos de aminoacidos. Estes, se
apresentam flanqueados pelas porc¢oes terminais N e C, que s&o estruturalmente
mais flexiveis que o dominio central e evolutivamente menos conservadas em toda
a familia das Sirtuinas. O nucleo catalitico € composto por dois dominios globulares,
o dominio Dobra de Rossmann ou dominio grande e um dominio menor que contém
um moédulo de ligacdo ao zinco. A intersegdo entre esses dois dominios forma os
sitios de ligagcdo do substrato e co-substrato, peptideo contendo um residuo de lisina
N-acilada e o NAD*, formando uma grande fenda que contém os residuos cataliticos
da enzima (Figura 10). No homélogo mamifero da Sirtuina 2, sabe-se que a regiao
terminal N contém uma sequéncia de exportacdo nuclear (NES), responséavel por
sua localizacdo predominantemente citoplasmatica, enquanto a por¢éo terminal C
tem uma composicao rica em serina e demonstrou modular a atividade da enzima
atraveés da fosforilacéo de residuos de tirosina e serina e acetilacao de residuos de
lisina (FINNIN; DONIGIAN; PAVLETICH, 2001; MONIOT; SCHUTKOWSKI;
STEEGBORN, 2013; RUMPF et al., 2015a).

O dominio denominado Dobra de Rossmann (do inglés Rossmann-fold) esta
presente em muitas proteinas que tem NAD(H)/NADP(H) como cofator e é essencial
para a interacdo com esses cofatores nucleotidicos. A Dobra de Rossmann variante
da SIRT2 é composta por seis fitas 8 paralelas (31-3 e 37-9) formando uma folha 3
que é flanqueada por seis hélices a (a1, 7, 8 e 10-12) que estéo dispostas em uma
classica configuracao p-a-p. Existem trés outras hélices a que compéem o dominio,
a13 e a14, que levam a porcao terminal C e a2, que exibe um motivo tipico dos
dominios Dobra de Rossmann, a sequéncia de ligagdo a NAD(P)(H), GLY-X-GLY,
e 0 conecta a uma das duas inser¢des que formam o dominio menor (Figura 10).
Além disso, exibe outro motivo tipico aos dominios Dobra de Rossmann, o pequeno
bolso com residuos polares que se ligam aos dois grupos ribose fosfato. Essa
estrutura € composta por trés segmentos, que na Sirtuina 2 humana correspondem
aos residuos 53-89, 146-186 e 241-356 (Figura 10), e estdo intercalados com as

duas inserc¢des que formam o dominio menor. Os residuos das quatro al¢cas que
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conectam os dois dominios (L1, L2, L4 e L5), juntamente com trés algas do dominio
grande (L3, L6 e L7), formam a grande fenda contendo os sitios de ligacdo da
enzima (Figuras 10 e 11). De fato, L1, L3 e L4 estdo entre as partes mais
conservadas desta familia de enzimas (FINNIN; DONIGIAN; PAVLETICH, 2001;
MONIOT; SCHUTKOWSKI; STEEGBORN, 2013; RUMPF et al., 2015a).

1
Figura 10. Representagdo do tipo cartoon da estrutura da cadeia principal da hSIRT2. Os elementos da
estrutura secundéria estéo rotulados.
As fitas B estdo representadas em magenta, as hélices o em laranja e as alcas e voltas em cinza claro. A numeragio
vai do terminal N ao terminal C.
A representacdo da enzima mostrada em (b) esté rotacionada aproximadamente 60 graus no sentido horario em seu
eixo longitudinal em relagdo a representacdo mostrada em (a).
A esfera cinza é o on estrutural de Zn?* complexado com a enzima.
A grande fenda contendo os sitios de ligagdo do substrato e do co-substrato da enzima séo formados pelas alcas
L1, L2, L3, L4, L5, L6 e L7, residuos 93-101, 140-145, 167-170, 186-187, 233-239, 261-267 e 287-293,
respectivamente.

Figura elaborada pelo autor por meio do software UCSF-Chimera, utilizando a estrutura da hSIRT2 modelada pelo software
Modeller empregando a sequéncia candnica de 389 residuos depositada no banco de dados UniProt com codigo de acesso
Q81XJ6, e usando como molde a estrutura da hSIRT2 depositada no banco de dados PDB com o codigo de acesso 3ZGO. A
estrutura mostrada aqui foi modelada pois 0 molde usado ndo contém a regido terminal C, a extremidade da regido terminal N
e uma porg¢éo de conexdo entre as hélices a0 e al, devido & impossibilidade de resolver essas estruturas flexiveis através da
técnica cristalografia de raios-X.
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O subdominio de ligagé@o ao zinco resulta de uma insergdo no dominio Dobra
de Rossmann, que comeca nha alca L4 e termina na alca L5, ficando assim entre o
segundo e o terceiro segmentos da Dobra de Rossmann. Consiste em uma hélice
a (a9) e uma folha B antiparalela composta por trés fitas (B4, 5 e 6), correspondendo
aos residuos 187-240 no homologo humano. Um cation divalente de zinco coordena
com geometria tetraédrica com dois pares de residuos de cisteina anibnica
(cisteinatos 195, 200, 221 e 224) (Figuras 10 e 11). Essa estrutura tem uma
topologia semelhante ao motivo dedo de zinco do tipo RING (do inglés, Really
Interesting New Gene), que esta implicado na interacao proteina-proteina em uma
ampla variedade de enzimas, incluindo a modulagcédo da atividade de ubiquitina
ligases E3, envolvidas em varios processos celulares como a progressao de
canceres. O motivo RING classico é caracterizado pela composicéo de residuos C-
X-C-x-C-x-H-x-C-x-C-x-C-x-C, enquanto o subdominio de ligagdo ao zinco das
Sirtuinas n&o apresenta o segundo cation de zinco e a sua hélice a esteja mais
frouxamente empacotada a folha B, em comparacéo com o motivo RING tradicional.
Apesar do cation zinco nao estar diretamente envolvido no mecanismo catalitico
das enzimas da familia das Sirtuinas, sua presenca € essencial para o
enovelamento e integridade estrutural dessas proteinas, e sua auséncia resulta em
perda completa da atividade catalitica (CASSANDRI et al.,, 2017; FINNIN;
DONIGIAN; PAVLETICH, 2001; MONIOT; SCHUTKOWSKI; STEEGBORN, 2013;
RUMPF et al., 2015a).

Juntamente com a regido de ligagcdo ao zinco, o dominio pequeno é composto
por outra inser¢cao ao dominio Dobra de Rossmann, que forma o médulo helicoidal
e contém a alca flexivel de ligacdo ao co-substrato, rotulada L1 na figura 10. Este
subdominio é composto por quatro hélices a (a3-6, residuos 90-145 da hSIRT2),
ocorrendo entre o primeiro e o segundo segmentos da Dobra de Rossmann, ou seja,
comeca na alca L1 e termina na alca L2 (Figura 10). Sua interacdo com o
subdominio de ligacdo ao zinco e a integridade estrutural do dominio pequeno como
um todo sdo amplamente mediadas por residuos hidrofébicos presentes em sua
interface, formando um pequeno sulco contendo os bolsos chamados C-estendido
e 0 bolso de seletividade da enzima (Figura 13), que estdo envolvidos na
seletividade da ligagdo a substratos e a inibidores (FINNIN; DONIGIAN;
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PAVLETICH, 2001; MONIOT; SCHUTKOWSKI; STEEGBORN, 2013; RUMPF et al.,
2015a).

Na isoforma da Sirtuina 2 humana de 389 residuos, a porcdo terminal N &
composta por 52 residuos, com uma estrutura bastante desordenada e flexivel, dos
quais os residuos 41-51 compreendem o NES. Esta por¢cdo também contém uma
hélice a anfipatica (a0, residuos 35-45), terminando na hélice a1l da Dobra de
Rossmann. A auséncia desta porcao terminal N contendo o NES na isoforma de
352 residuos da hSIRT2 provoca a localizagcédo subcelular nuclear nesta enzima. O
dominio central da hSIRT2 é composto por 304 residuos (53-356), e a por¢cado
terminal C corresponde aos ultimos 33 residuos, comegando no final da hélice a14
do dominio grande, e também se mostra uma regido altamente desordenada e
flexivel da proteina, que esta sujeita a modificagcbes pos-traducionais, como
fosforilagdo e acetilagdo, que influenciam a atividade da enzima (Figura 10)
(FINNIN;  DONIGIAN; PAVLETICH, 2001; MONIOT; SCHUTKOWSKI;
STEEGBORN, 2013; RUMPF et al., 2015a).

A intersecdo entre os dominios grande e pequeno forma uma grande fenda
gue contém os sitios de ligacdo ao substrato e co-substrato. Apés a ligacdo do NAD*
e do substrato peptidico, observa-se uma mudanca conformacional na enzima, em
gue o pequeno dominio torce na direcdo do grande dominio, fechando a fenda ao
redor dos ligantes. Observa-se também um deslocamento de aproximadamente 45
graus na orientagcdo da hélice a3 do moddulo helicoidal e o desenovelamento
completo da hélice a12 da Dobra de Rossmann na forma produtiva da enzima
(Figuras 10-12). Assim, a enzima em sua forma apo apresenta a conformacao
aberta ou ndo produtiva (codigo de acesso PDB 3GZO), enquanto a holoenzima,
ligada tanto ao substrato peptidico quanto ao NAD*, assume a conformacao fechada
ou produtiva (codigo de acesso PDB 5D70). Nas Sir2rpl de espécies de
Tripanosomatideos, a porcao da sequéncia de aminoacidos que é analoga a porgao
da hélice a12 na hSIRT2 é mais longa e flexivel, formando a chamada “grande alga
desordenada” presente nestas enzimas (Figuras 11 e 29). Além do mais, as Sir2rp
de Tripanosomatideos ndo apresentam a hélice a0, em sua porgéo terminal N
(AVALOS et al, 2002; FINNIN; DONIGIAN; PAVLETICH, 2001; MONIOT;
SCHUTKOWSKI; STEEGBORN, 2013; RONIN et al., 2018; RUMPF et al., 2015a).
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Figura 11. Representacgdo do tipo cartoon da estrutura da cadeia principal da hSIRT2 nas formas apo e holo.
A apoenzima ou estrutura ndo produtiva esti representada em laranja (a), enquanto a holoenzima em sua
conformagéo produtiva est4 na cor indigo (b). Os dominios Dobra de Rossmann foram alinhados estruturalmente
para mostrar a orientacdo relativa do dominio pequeno e a mudanga conformacional induzida pela ligagcdo aos
substratos.

Na estrutura da holoenzima (b) o pequeno dominio “fecha” na dire¢do do grande dominio, movimento que ¢é
indicado pela grande seta curva azul em (a).

A hélice a3 do modulo helicoidal sofre uma tor¢do de aproximadamente 45 graus a medida que os substratos se
ligam a enzima, aproximando a al¢a de ligagdo ao co-substrato (L1) do mesmo.

Na holoenzima, a hélice al12 da Dobra de Rossmann é completamente desenovelada, indicada pela seta preta em
(b).

Nas Sirtuin 2 related proteins 1 (Sir2rpl) de espécies de Tripanosomatideos, a por¢ao da sequéncia de aminoacidos
que ¢ analoga a porcdo da hélice a12 na hSIRT2 ¢ mais longa e flexivel, formando a chamada ‘grande alga
desordenada’ presente nestas enzimas (Figura 29).

Figura elaborada pelo autor por meio do software PyMol, utilizando a estrutura de conformagéao néo produtiva da hSIRT2 como
depositada no banco de dados PDB com codigo de acesso 3ZGO (laranja, a) e a estrutura de conformagao produtiva depositada
no banco de dados PDB com c6digo de acesso 5D70 (indigo, b).
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Figura 12. Representacdo da &rea superficial acessivel ao solvente (SASA) da hSIRT2 nas formas apo e holo.
A area superficial acessivel ao solvente (SASA) de todos os atomos da enzima, incluindo os das cadeias laterais
dos residuos de aminodcidos, esté representada em cinza transparente.

Um substrato peptidico contendo uma lisina N-acetilada (segmento do antigeno tumoral celular p53) esta
representado com seus atomos da cadeia principal e os carbonos da cadeia lateral do residuo de lisina em magenta,
nas representagdes do tipo cartoon e bastdes, respectivamente.

O co-substrato NAD™ aparece em ciano, na representacao do tipo bastdes.

Os atomos de nitrogénio estdo representados na cor azul, oxigénio em vermelho e fésforo em laranja.

(a) A enzima na conformagdo aberta, ndo produtiva, mostrando claramente a grande fenda entre os dominios
pequeno e grande.

(b) A enzima na conformacdo fechada e produtiva, envolvendo os substratos dentro da grande fenda.

Figura elaborada pelo autor por meio do software PyMol, utilizando a estrutura de conformagéo ndo produtiva da hSIRT2
depositada no banco de dados PDB com codigo de acesso 3ZGO (a) e a estrutura de conformacéo produtiva depositada no
banco de dados PDB com cédigo de acesso 5D70 (b). O substrato, segmento do peptideo p53, foi sobreposto em ambas as
estruturas a partir de um alinhamento estrutural com o modelo de Sir2Tm depositado no banco de dados PDB com cédigo de
acesso 2H4F, e o co-substrato NAD* foi sobreposto em ambas as estruturas a partir de um alinhamento estrutural com o modelo
de hSIRT2 depositado no banco de dados PDB com cédigo de acesso 5DY4.

O sitio de ligacéo ao residuo de lisina N-acilado do substrato, denominado
bolso Ac-K, é um tunel altamente hidrofébico que ocorre na conformacao produtiva
da enzima, formado principalmente por residuos das algas L5 e L6 (Figura 10). Ele
conduz da face de ligacdo do substrato peptidico da enzima ao sitio catalitico e aos
residuos no centro da grande fenda, na qual a cadeia lateral da lisina substituida se
insere (Figuras 12 e 13). A interacéo do resto do substrato peptidico com a face da
Sirtuina € amplamente mediada pela estrutura flexivel da hélice a12 desenovelada
na holoenzima (Figura 11) e pelos residuos das alcas L5 e L6, que formam uma
curta folha 3 antiparalela com a por¢ao da cadeia principal do substrato que contém
o residuo de lisina substituida (AVALOS et al.,, 2002; FINNIN; DONIGIAN;
PAVLETICH, 2001; MONIOT; SCHUTKOWSKI; STEEGBORN, 2013; RUMPF et al.,
2015a).
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O sitio de ligacdo a molécula de NAD™* ocorre entre a hélice a2 e os residuos
das alcas L1, L3 e L7 da enzima (Figura 10), e é subdividido em trés bolsdes. O
bolsdo A se liga firmemente ao anel de adenina do co-substrato, mantendo-o
rigidamente no lugar. O bolsdo B se liga ao pirofosfato e as duas riboses, e 0 bolséo
C se liga ao grupo nicotinamida (Figura 13). A ribose da nicotinamida (ribose N), o
pirofosfato e a nicotinamida em si se ligam de maneira mais fraca a enzima e, na
auséncia do substrato e fechamento do pequeno dominio em direcdo ao grande
dominio, estes grupos apresentam uma certa liberdade para adotar uma variedade
de diferentes conformac¢des. Na vacancia de uma cadeia lateral de um residuo de
lisina acilada no tunel Ac-K, o grupamento pirofosfato e a ribose N do co-substrato
NAD* podem torcer de maneira a posicionar seu grupo nicotinamida para fora do
bolso C (ver Figuras 13, 16b e 18). A ocupacao do bolso Ac-K posiciona o grupo
nicotinamida no bolso C. Também digno de nota, € um tunel que se forma na face
oposta da entrada do tinel Ac-K, atras do bolséo C, através do qual um dos produtos
da reacdo enzimatica, a nicotinamida livre, sai do sitio catalitico da enzima apés a
reacao ocorrer (Figura 13b) (FINNIN; DONIGIAN; PAVLETICH, 2001; MONIOT;
SCHUTKOWSKI; STEEGBORN, 2013; RUMPF et al., 2015a).

Existem também dois bolsdes altamente hidrofébicos, denominados bolso C-
estendido e bolso da seletividade, que se formam entre as hélices a do modulo
helicoidal e na intersecdo entre o modulo de ligagdo ao zinco e o modulo helicoidal,
respectivamente (Figura 13). Embora estes ndo participem da ligacdo a molécula
NAD", estdo envolvidos na seletividade da enzima a substratos e inibidores. Por
exemplo, nos substratos de Sirtuina que contém um residuo de lisina substituido
com um &cido graxo, como uma N-miristoil-lisina (c6digo de acesso PDB 4Y6L), a
cadeia do acido graxo se estende além do bolso Ac-K, se inserindo no bolso C-
estendido (ver Figuras S6g-h e S8) (FELDMAN et al., 2015; FINNIN; DONIGIAN;
PAVLETICH, 2001; JING et al., 2016; MONIOT; SCHUTKOWSKI; STEEGBORN,
2013; RUMPF et al., 2015a).
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Figura 13. Representacdo do tipo cartoon da estrutura da cadeia principal da hSIRT2 ligada a seus
substratos.

As hélices a estdo representadas na cor vermelha, as fitas B em amarelo, as alcas e voltas na cor verde.

A érea superficial acessivel ao solvente (SASA) de todos os &tomos da enzima, incluindo os das cadeias laterais
dos residuos de aminoécidos, esta representada em cinza transparente (b).

Um substrato peptidico contendo um residuo de lisina N-acetilada (segmento do antigeno tumoral celular p53) esta
representado com seus atomos da cadeia principal e os carbonos da cadeia lateral de lisina em magenta, nas
representacdes do tipo cartoon e bastdes, respectivamente.

O co-substrato NAD* esta representado em ciano, na forma de bastdes.

Os atomos de nitrogénio estdo representados em azul, oxigénio em vermelho e fésforo em laranja.

A esfera cinza é o fon estrutural de Zn?* complexado com a enzima (a).

(a) Os bolsdes dos sitios de ligagdo estdo indicados, sendo eles:

O bolso A, que se liga & adenina do co-substrato;

O bolso B, que se liga as riboses e 0 grupamento pirofosfato da molécula de NAD";

O bolso C, que se liga ao grupo nicotinamida do co-substrato;

O thnel Ac-K, que se liga ao residuo de lisina acilada do substrato peptidico;

E os bolsGes hidrofobicos C-estendido e de Seletividade, que ocorrem acima do sitio ativo da enzima.

(b) Além dos bolsbes dos sitios de ligagdo, o tlnel de saida da nicotinamida também esta indicado. Essa
representacdo da enzima esté rotacionada no sentido horério aproximadamente 150 graus em seu eixo longitudinal
em relacdo a representacdo mostrada em (a).

Figura elaborada pelo autor por meio do software PyMol, utilizando a estrutura da hSIRT2 na conformagao produtiva, conforme
depositada no banco de dados PDB com cddigo de acesso 5D70. O substrato, segmento do peptideo p53, foi sobreposto no
modelo a partir de um alinhamento estrutural com o modelo de Sir2Tm depositado no banco de dados PDB com codigo de
acesso 2H4F, e o co-substrato NAD* foi sobreposto no modelo a partir de um alinhamento estrutural com a estrutura da hSIRT2
depositada no banco de dados PDB com cédigo de acesso 5DY4.

5.1.1 Mecanismo catalitico da Sirtuina 2

A atividade N-acilase das Sirtuinas depende de um residuo de histidina
catalitico altamente conservado contido na alca L4 da enzima, que na hSIRT2 é a
HIS187 (Figuras 10, 14 e S1). Além disso, muito importante para 0 seu mecanismo
catalitico é um residuo de fenilalanina igualmente conservado presente na alca de
ligacdo ao co-substrato (L1, Figuras 10 e 11), a PHE96 no homélogo de Sirtuina 2
humana (Figura 14 e S1) (HOFF et al., 2006; RUMPF et al., 2015a; SCHEMIES et
al., 2010).
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Figura 14. Representagdo da estrutura da hSIRT2 ligada a seus substratos.
A estrutura da cadeia principal da enzima esta representada em cinza claro transparente e a cadeia principal do
substrato peptidico (segmento do antigeno tumoral celular p53) em magenta transparente, ambos na representacéo
do tipo cartoon.

A cadeia lateral do residuo de lisina N-acetilado do substrato esta representada com seus atomos de carbono em
magenta, o co-substrato NAD* em ciano e as cadeias laterais dos residuos que compdem os sitios de ligagdo em
verde, nas representacdes dos tipos bastdes e linhas. Os &tomos de nitrogénio estdo representados em azul, oxigénio
em vermelho, fésforo em laranja, enxofre em amarelo e &tomos de hidrogénio polares em branco.

Rotulados com o cddigo de trés letras estdo a HIS187 catalitica, a PHE96 de ligacdo ao co-substrato e o0 ASP170,
que participa da ligacdo de hidrogénio com a funcdo amida do grupo nicotinamida da molécula do NAD".

Outros residuos estdo rotulados com o codigo de uma letra.

VAL233, VAL266 e PHE235 formam o tlnel Ac-K.

GLY86, ILE87, THR89, LYS287, GLU323 e CYS324 participam da ligacdo a adenina.

ASN286 e GLU288 formam ligacdes de hidrogénio com a ribose da adenina (ribose A).

GLY84, ALA85, THR262 e SER263 estabelecem ligacdes de hidrogénio com o grupamento pirofosfato, enquanto
a ARG97 forma uma ponte salina com este.

As ligacdes de hidrogénio entre os grupos hidroxila da ribose N, a HIS187 e o oxigénio carbonilico do grupo acetil-
lisina do substrato estéo representadas por linhas amarelas tracejadas.

Os residuos hidrofébicos que ocorrem acima e além dos bolses Ac-K e C da enzima formam os bolsos C-estendido
e de seletividade.

Atomos de hidrogénio n&o polares foram omitidos para maior clareza na visualizago.

Os diagramas de ligacdo do LigPlotPlus para o co-substrato NAD* e o substrato peptidico estdo exibidos nas figuras
do anexo Sla e S1b, respectivamente.

Figura elaborada pelo autor por meio do software PyMol, utilizando a estrutura da hSIRT2 na conformag&o produtiva, conforme
modelado pelo software Modeller empregando a sequéncia candnica de 389 residuos depositada no banco de dados UniProt
com cddigo de acesso Q81XJ6, e utilizando como molde a estrutura da hSIRT2 depositada no banco de dados PDB com 0
cddigo de acesso 5D70. O substrato, segmento do peptideo p53, foi sobreposto no modelo a partir de um alinhamento estrutural
com o modelo de Sir2Tm depositado no banco de dados PDB com codigo de acesso 2H4F, e o co-substrato NAD* foi sobreposto
no modelo a partir de um alinhamento estrutural com a estrutura da hSIRT2 depositada no banco de dados PDB com cddigo de
acesso 5DY4. Atomos de hidrogénio foram adicionados e a estrutura foi refinada através de uma simulagdo de Dinamica
Molecular com o campo de forca AMBER99SB-ILDN por meio do software GROMACS.

Os diagramas de interagdo ligante-enzima (Figura S1) foram elaborados pelo autor por meio do software LigPlot+, empregando
0 mesmo modelo citado acima.
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A conformacdo do sitio catalitico apos a ligacdo dos substratos e o
fechamento da enzima em torno destes posiciona o grupo nicotinamida carregado
positivamente do co-substrato no bolsédo hidrofébico C. O grupamento amida da
nicotinamida também sofre uma tor¢cdo de sua conformacéo coplanar de baixa
energia, que prejudica a ressonancia eletronica, a distribuicdo de carga catidnica e
a estabilizacdo dos orbitais do anel aromatico. Essa conformacédo produtiva expde
a face a do anel ribose N ao &tomo de oxigénio carbonilico do grupo N-acil-lisina do
substrato peptidico. Ligacdes de hidrogénio se formam entre os grupos hidroxila da
ribose N, o a&tomo de nitrogénio delta da HIS187 e o &tomo de oxigénio carbonilico
do grupo N-acil-lisina do substrato (Figuras 14 e 15, etapa |I) (HOFF et al., 2006;
RUMPF et al., 2015a; SCHEMIES et al., 2010).
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Figura 15. Mecanismo catalitico proposto para a Sirtuina 2.
Os residuos da hSIRT2 estdo representados em azul, o co-substrato NAD* em verde e o residuo N-acetil-lisina do
substrato peptidico em vermelho, todos na representacdo do tipo linhas. As ligacGes de hidrogénio relevantes para
0 mecanismo estéo representadas por linhas tracejadas na cor laranja, nas etapas | e 11. Os movimentos de pares de
elétrons estdo representados por pequenas setas pretas curvas. Os pares de elétrons livres dos atomos envolvidos
nas reag0es quimicas sdo exibidos como pontos duplos.

Figura preparada pelo autor por meio do software ChemDraw.

Fonte: (HOFF et al., 2006; RUMPF et al., 2015a; SCHEMIES et al., 2010)
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Devido a hidrofobicidade do bolso C, o anel catiénico da nicotinamida tende
a se dissociar para fora deste, polarizando sua ligagdo com a ribose N no processo.
Esta polarizacdo torna o atomo de carbono anomérico C1 do anel da ribose N
altamente deficiente em elétrons, o que € estabilizado pelos elétrons néo ligantes
do atomo de oxigénio acetal ciclico da ribose N, formando um estado de transicéo
com carater oxacarbénico. Durante este processo, 0 grupo ribose N tende a se
afastar da nicotinamida, na dire¢do do atomo de oxigénio da carbonila do grupo N-
acil do substrato. Este processo € auxiliado pela nuvem de elétrons 1 da PHE96,
que estabiliza a carga positiva migratéria por meio de interagbes Tr-cation e,
também, fornece um escudo hidrofébico que impede a hidrélise dos intermediarios
por moléculas de agua do solvente (Figuras 14 e 15, etapa IlI) (HOFF et al., 2006;
HONG et al., 2019; RUMPF et al., 2015a; SCHEMIES et al., 2010).

O orbital antiligante da ligacdo sigma entre o atomo eletrodeficiente C1 da
ribose N e 0 4&tomo de nitrogénio do anel aromatico da nicotinamida pode entdo
sofrer um ataque nucleofilico pelos elétrons nao ligantes do atomo de oxigénio
carbonilico do grupo N-acil do substrato, formando por reacdo de substituicdo
nucleofilica (SN2), ou, mais precisamente, deslocamento nucleofilico por migracao
do eletrdfilo, o intermediario O-alquimidato e o produto nicotinamida livre, que pode
entdo se dissociar para 0 meio aquoso através do tunel de saida da nicotinamida
(Figuras 13b e 15, etapas Il e lll). APHE96 é crucial para esta etapa, pois sua cadeia
lateral sofre uma mudanca conformacional, protegendo o intermediario O-
alguimidato da reacéo reversa com a molécula de nicotinamida livre e da hidrélise
por moléculas de agua (Figuras 14, 15 etapa Ill e 16a). A medida que a reacédo de
transferéncia do grupamento acila ocorre, os grupos ribose N e pirofosfato do co-
substrato NAD* sofrem uma mudanca conformacional, na qual a ribose N se afasta
do bolséo C, na direcéo do bolsdo Ac-K, enquanto a cadeia lateral da PHE96 torce
de modo a bloquear o tunel de saida da nicotinamida. Essas mudancas
conformacionais sdo importantes para o mecanismo de inibicdo da Sirtuina pela
nicotinamida livre e analogos (Figuras 16b e 18) (HOFF et al., 2006; HONG et al.,
2019; RUMPF et al., 2015a; SCHEMIES et al., 2010).
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A medida que a ligacdo glicosidica entre a nicotinamida e a ribose N se
polariza, a carga positiva do anel da nicotinamida tende a migrar para fora do
ambiente hidrofobico do bolséo C, transitoriamente para o bolsdo B mais hidrofilico.
No entanto, quando a ligagéo se rompe e o intermediario O-alquimidato é formado,
a carga positiva migra para o bolso Ac-K, também de carater hidrofébico (Figura 15,
etapas | a lll) (HOFF et al., 2006).

A reacao prossegue com a HIS187 atuando como uma base para ativar o
grupamento hidroxila 2' da ribose N, diretamente ou através do OH 3' por cadeia de
transferéncia de prétons. O oxigénio 2' ativado pode entdo atacar o grupamento O-
alquimidato, formando um intermediario amino-acetal ciclico (Figura 15, etapas Ill e
IV) (HOFF et al., 2006; HONG et al., 2019; RUMPF et al., 2015a; SCHEMIES et al.,
2010).

A HIS187 protonada agora pode atuar como um acido, protonando o
intermediario amino-acetal, que entao sofre um rearranjo, quebrando a ligacdo com
0 nitrogénio para formar a amina primaria da cadeia lateral agora hidrolisada do
residuo de lisina do substrato e um intermediario acil-oxdnio, deslocando assim a
carga catidnica de volta para o bolsdo B. O anel aromético da PHE96 também
contribui para a estabilizagdo deste intermediario eletrodeficiente através de
ligacdes Tr-cation (Figura 15, etapas IV a VI) (HOFF et al., 2006; HONG et al., 2019;
RUMPF et al., 2015a; SCHEMIES et al., 2010).

O intermediario acil-oxénio pode entédo sofrer um ataque nucleofilico por uma
molécula de agua ativada pelo grupamento pirofosfato do co-substrato NAD™ e ter
um préton captado pelo nitrogénio € do residuo de lisina do substrato agora livre,
gue atua como base, formando seu estado fisioldgico de amina protonada, € um
intermediéario hidroxi-acetal (Figura 15, etapas VI a V) (HOFF et al., 2006; HONG
et al., 2019; RUMPF et al., 2015a; SCHEMIES et al., 2010).

Na etapa final ocorre espontaneamente um rearranjo do intermediario
hidroxi-acetal, produzindo o 2'-O-acetil ADP ribose (Figuras 15, etapas VIl e IX, 162
e S2a) (HOFF et al., 2006; HONG et al., 2019; RUMPF et al., 2015a; SCHEMIES et
al., 2010).
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Figura 16. Representacdo da estrutura da hSIRT2 complexada & ligantes.

A estrutura da cadeia principal esté representada em cinza claro transparente, na representacéo do tipo cartoon.
Os produtos da reagdo enzimatica nicotinamida (a e b) e 2'-O-acetil ADP ribose (a) e o co-substrato NAD* (b)
estdo representados com seus dtomos de carbono coloridos em ciano e as cadeias laterais dos residuos HIS187,
PHE96 e ASP170 em verde, todos na representagdo do tipo bastdes. Os atomos de nitrogénio estdo representados
na cor azul, oxigénio em vermelho e fosforo em laranja.

Os diagramas de ligacéo do LigPlotPlus para os produtos de reacdo nicotinamida e 2'-O-acetil ADP ribose estéo
exibidos nas figuras do anexo S2a e S2b, respectivamente.

Figura elaborada pelo autor por meio do software PyMol, utilizando a estrutura da hSIRT2 complexada com a molécula de
nicotinamida, conforme depositada no banco de dados PDB com cddigo de acesso 4RMJ. O 2'-O-acetil ADPr (a) foi sobreposto
no modelo a partir de um alinhamento estrutural com o modelo de Sir2Tm depositado no banco de dados PDB com o cédigo
de acesso 4BUZ, e o co-substrato NAD* (b) foi sobreposto no modelo a partir de um alinhamento estrutural com a estrutura de
Sir2Af2 depositada no banco de dados do PDB com o cddigo de acesso 1YC2.

Os diagramas de interacdo ligante-enzima (Figura S2) foram elaborados pelo autor por meio do software LigPlot+, empregando
0s mesmos modelos citados acima.

5.1.2 Mecanismos de inibicdo da Sirtuina 2

Devido a importancia dessa familia de enzimas como alvos biomoleculares
na busca por novos farmacos, a compreensdo de seus possiveis mecanismos de
inibicdo é essencial para o planejamento de inibidores eficientes. Existem trés
principais modos de ligacao diferentes conhecidos para os inibidores existentes das
Sirtuinas. Um deles compreende os competitivos com a nicotinamida, que se ligam
ao bolsdo C da enzima. Os inibidores competitivos do substrato peptidico
compreendem outro grupo, que se ligam ao bolso Ac-K das Sirtuinas. Um terceiro
tipo de inibidor pode ligar-se aos sitios C-estendido e de seletividade altamente
hidrofobicos, e, também, sdo chamados de inibidores SirReal, do inglés Sirtuin-
Rearranging Ligands. Existem também alguns inibidores de Sirtuina conhecidos
que se ligam a mais de um desses bolsos ao mesmo tempo, sendo estes 0s mais
potentes inibidores de Sirtuina descobertos até o momento. Aqui, trazemos

exemplos de inibidores que foram co-cristalizados com a enzima Sirtuina 2 humana
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(exceto quando indicado) e tiveram a estrutura de seu complexo e seus pontos de
interacdo com a enzima elucidados experimentalmente (DISCH et al.,, 2013;
KNYPHAUSEN et al., 2016; PENTEADO et al., 2023; RUMPF et al., 2015a, 2015b;
YANG et al., 2018).
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Figura 17. Representacio em linhas das estruturas dos inibidores de Sirtuina exibidos a seguir em complexo
com a enzima.

Os valores de concentracdo inibitoria média (ICso) frente a enzima hSIRT2 para cada composto sdo dados.
(a) Nicotinamida, ver Figura 16.

(b) EX243, veja a Figura 18.

(c) Peptideo trifluoroacetil macrociclico S2iL5, ver Figura 19a.

(d) SRT1720, veja a Figura 19b.

(e) SirReal2, consulte a Figura 20.

(f) Anélogo do SirReall, veja a Figura S5b-c.

(9) NPD11033, figura S6a-b.

(h) O inibidor tienopirimidinona, ver Figura Séc-d.

(i) O inibidor fenoximetil-fenil-acetamida, ver Figura 21a.

(1) O inibidor peptidico miristoil-tioureia, ver Figura 21b.

(k) O inibidor tienopirimidina, ver Figura 22.

(I) Carbamida-NAD, ver Figuras 19b e S8.

Figura preparada pelo autor por meio do software ChemDraw.
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5.1.2.1 Inibidores competitivos da nicotinamida

A nicotinamida (Figura 17a), sendo um produto da reacdo catalisada pelas
Sirtuinas, atua como inibidor, deslocando por efeito de massas a reagcao para o
sentido dos reagentes. Depois que a reacdo de hidrélise ocorre, a PHE96 da
hSIRT2 bloqueia o tunel de saida da nicotinamida (Figura 13b), protegendo o
recém-formado 2'-O-acil-ADPr da reagao reversa com a nicotinamida, que pode sair
para o meio através do tanel. (Figura 16a) (AVALOS et al., 2002; GERTZ et al.,
2013; RUMPF et al., 2015a, 2015b).

Quando em excesso, a nicotinamida pode ligar-se ao bolsédo C da enzima,
competindo com o grupo nicotinamida do co-substrato NAD*. Quando isso ocorre,
0s grupos pirofosfato e ribose N da molécula de NAD* ligada a enzima sofrem uma
mudanca conformacional, assumindo uma pose semelhante ao produto da reacao
2'-O-acil-ADPr, no qual o grupo nicotinamida do NAD™* é deslocado para fora do
bolso C (Figuras 16 e S2) (AVALOS et al., 2002; GERTZ et al., 2013; RUMPF et al.,
2015a, 2015b).

Alguns inibidores, como 0 EX527 (ou seu enantidbmero S, EX243, Figura 17b)
e seu analogo CHIC35 ligam-se ao bolsdo C da enzima (codigos PDB 4BV2, 5D7P
e 5D7Q, respectivamente), deslocando o co-substrato NAD* para uma conformacgao
nao produtiva, o grupamento amida dos inibidores se sobrepde a posicdo que o
grupamento amida da nicotinamida do NAD* assumiria na conformacédo produtiva,
formando uma ligagao de hidrogénio com o ASP170 da hSIRT2 (Figuras 18 e S3).
E importante notar que esses inibidores apresentam um comportamento cinético
acompetitivo em relacdo a molécula de NAD* como um todo, ou seja, eles s6 podem
se ligar a enzima enquanto o co-substrato também estiver ligado (AVALOS et al.,
2002; GERTZ et al., 2013; RUMPF et al., 2015a, 2015b).
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Figura 18. Representacdo da estrutura da hSIRT2 ligada ao NAD* e ao inibidor EX243.
A estrutura dcadeia principal esta representada em cinza claro transparente, na representacdo do tipo cartoon.

O co-substrato NAD™ esté representado com seus &tomos de carbono coloridos em ciano, na representacdo do tipo
linhas. O inibidor enzimatico EX243 tem seus atomos de carbono coloridos em magenta, e é representado na
representacdo do tipo bastdes.

As cadeias laterais dos residuos de aminoacidos relevantes sdo mostradas com seus atomos de carbono coloridos
em salma@o, nas representacdes dos tipos bastdes e linhas.

Os atomos de nitrogénio estdo representados na cor azul, oxigénio em vermelho, fésforo em laranja e cloro em
verde.

A ligacéo de hidrogénio entre o grupamento amida do inibidor e a cadeia lateral do ASP170, anélogas as formadas
entre este residuo e o grupo nicotinamida do NAD* (ver Figura 14), estd representada por uma linha amarela
tracejada.

O diagrama de ligagdo do LigPlotPlus para o inibidor EX243 esta exibido na figura S3 do anexo.

Figura elaborada pelo autor por meio do software PyMol, utilizando a estrutura da hSIRT2 complexada com o inibidor EX243,
conforme depositada no banco de dados PDB com cddigo de acesso 5D7P. O co-substrato NAD* foi sobreposto ao modelo a
partir de um alinhamento estrutural com a estrutura da hSIRT3 depositada no banco de dados PDB com cddigo de acesso 4BV3.
O diagrama de interagdo ligante-enzima (Figura S3) foi elaborado pelo autor por meio do software LigPlot+, empregando o
mesmo modelo citado acima.
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5.1.2.2 Inibidores competitivos do substrato peptidico

Alguns inibidores conhecidos das Sirtuinas se ligam ao bolso Ac-K da
enzima, competindo por este com seus substratos. Os que foram co-cristalizados
com a hSIRT2 sdo de natureza peptidica, apresentando um grupo N-acil-lisina
modificado que néo pode reagir com o co-substrato NAD* da mesma forma que os
substratos normais, efetivamente inibindo a enzima (KNYPHAUSEN et al., 2016;
YAMAGATA et al., 2014).

Os exemplos cujas estruturas complexadas com a hSIRT2 foram
caracterizadas ambos apresentam um grupo trifluoroacetil em vez do grupo acetil
convencional, que devido a propriedade de retirada de elétrons do grupamento
trifluorometil, ndo pode exercer o atague nucleofilico sobre o atomo C1 da ribose N
e subsequentemente levar a formacdo do intermediario de reacdo O-alquimidato
(ver Figura 15, etapas | a lll). Eles sdo o peptideo macrociclico S2iL5 (Figuras 17c,
19a e S4a) e o fragmento do peptideo RAN, ambos exibindo um residuo modificado
de N-trifluoroacetil-lisina (codigos de acesso PDB 4L30 e 5FYQ, respectivamente)
(KNYPHAUSEN et al., 2016; YAMAGATA et al., 2014).

Também, digno de nota, € um composto que foi identificado pela primeira vez
como sendo um ativador da Sirtuina 1 humana, ligando-se a extensédo terminal N
conhecida por modular a atividade da hSIRT1 (CAO et al., 2015; MILNE et al.,
2007).

Posteriormente, foi descoberto que o SRT1720 apresenta atividade inibitéria
da Sirtuina 3 humana, ligando-se ao bolso Ac-K da enzima, embora nao seja de
natureza peptidica (Figura 17d). Curiosamente, uma porcdo deste inibidor se
estende ao bolsdo C, mas sem competir por ele com o grupo nicotinamida do co-
substrato NAD*, em vez disso, ele se empacota firmemente entre o anel aroméatico
da nicotinamida e o do residuo de fenilalanina que fecha o tunel de saida da
nicotinamida (PHE96 na hSIRT2, e PHE157 na hSIRT3), formando uma interacao
1T do tipo sanduiche com estes (cddigo de acesso PDB 4BN5). De fato, este inibidor
comporta-se de maneira competitiva em relacdo aos substratos peptidicos, e de
forma acompetitiva em relacdo ao co-substrato NAD*, sendo a presenca deste
altimo determinante para a ligacdo deste inibidor a enzima Sirtuina 3 humana
(Figuras 19b e S4b) (NGUYEN et al., 2013).
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Figura 19. Representacdo da estrutura da Sirtuina complexada a ligantes.

A estrutura da cadeia primaria da enzima esta representada em cinza claro transparente, e a cadeia primaria do
inibidor peptidico (a) em magenta transparente, ambas na representacéo do tipo cartoon.

O inibidor enzimético peptideo trifluoroacetilado macrociclico S2iL5 (a) tem sua cadeia lateral de lisina
representada com seus 4tomos de carbono coloridos em magenta, na representacédo do tipo bastdes.

O inibidor SRT1720 (b) esta representado com seus atomos de carbono coloridos em magenta e o analogo do co-
substrato Carba-NAD (b) em ciano, ambos na representacdo do tipo bastdes.

As cadeias laterais dos residuos de aminoacidos relevantes estdo representadas em verde, nas representacdes dos
tipos bastdes e linhas.

Os atomos de nitrogénio estdo representados na cor azul, oxigénio em vermelho, fésforo em laranja, enxofre em
amarelo e fldor em ciano claro.

Os residuos PHE157, ASP231 e HIS248 da hSIRT3 (b) sdo homoblogos dos residuos PHE96, ASP170 e HIS187
da hSIRT2, respectivamente.

Ligacdes de hidrogénio entre um atomo de nitrogénio do inibidor SRT1720 e os grupos hidroxila da ribose N do
analogo do co-substrato Carba-NAD (b), analogas as formadas entre o co-substrato NAD™ e o oxigénio carbonilico
do grupo N-acil-lisina dos substratos peptidicos (ver Figura 14) estdo representadas por linhas amarelas tracejadas.
Os diagramas de ligacdo do LigPlotPlus para os inibidores peptideo trifluoroacetilado macrociclico S2iL5 (a) e
SRT1720 (b) estdo exibidos nas figuras do anexo S4a e S4b, respectivamente.

Figura elaborada pelo autor por meio do software PyMol, utilizando a estrutura da hSIRT2 complexada com o inibidor S2iL5,
conforme depositada no banco de dados PDB com cddigo de acesso 4L30 (a) e a estrutura da hSIRT3 complexada com o
inibidor SRT1720 e o anélogo do co-substrato Carba-NAD depositada no banco de dados PDB com codigo de acesso 4BN5
(b).

Os diagramas de interagdo ligante-enzima (Figura S4) foram elaborados pelo autor por meio do software LigPlot+, empregando
0s mesmos modelos citados acima.

5.1.2.3 Inibidores dos bolsos C-estendido e de seletividade (SirReal)

Um terceiro tipo de inibidores da Sirtuina 2 sdo aqueles conhecidos como
SirReal, que inibem a enzima por induzirem um rearranjo do sitio ativo. Eles s&o
assim chamados por agirem como um “calgo molecular”, ligando-se ao bolso C-
estendido e ao bolso de seletividade da enzima e, assim, bloqueando-a na
conformacao aberta ou ndo produtiva. Os exemplos classicos sdo o SirReall e
SirReal2 (cédigos de acesso PDB 4RMI, 4RMH e 4RMG, Figuras 17e, 20 e S5a),
que foram criados por Rumpf e colaboradores, mas alguns novos exemplos desta
classe foram desenvolvidos, como o analogo brominado do SirReal2 (c6édigo PDB
5DY4) por Schiedel et al. e os analogos do SirReall (codigos de acesso 5YQM e
5YQL, Figuras 17f e S5b-c) caracterizados pelo grupo de Yang. Os compostos desta
classe foram desenvolvidos como inibidores potentes e seletivos do paralogo SIRT2
(RUMPF et al., 2015a, 2015b; SCHIEDEL et al., 2016; YANG et al., 2018).




68

Figura 20. Representacéo da estrutura da hSIRT2 complexada a ligantes.

A estrutura da cadeia primaria da enzima esta representada em cinza claro transparente na representagdo do tipo
cartoon.

O inibidor enzimatico SirReal2 esta representado com seus atomos de carbono coloridos em magenta e o co-
substrato NAD* em ciano, ambos na representacdo do tipo bastdes.

As cadeias laterais dos residuos de aminoécidos relevantes estdo representadas em verde, nas representacdes dos
tipos bastdes e linhas.

Os atomos de nitrogénio estao representados na cor azul, oxigénio em vermelho, fésforo em laranja e enxofre em
amarelo.

O diagrama de ligagdo do LigPlotPlus para o inibidore SirReal2 esté exibido na figura do anexo Sba.

Figura elaborada pelo autor por meio do software PyMol, utilizando a estrutura da hSIRT2 complexada com o inibidor SirReal2,
conforme depositada no banco de dados PDB com cddigo de acesso 4RMG.

O diagrama de interacdo ligante-enzima foi elaborado pelo autor por meio do software LigPlot+, empregando o mesmo modelo
citado acima.

5.1.2.4 Inibidores do bolso C-estendido e competitivos do substrato peptidico

Alguns compostos inibem as Sirtuinas ligando-se tanto aos bolsdes
hidrofobicos C-estendido e de seletividade quanto ao tunel de ligacédo da acil-lisina
(Ac-K), exibindo assim um comportamento competitivo em relacdo aos substratos
peptidicos, além de afinidade e seletividade pela enzima aprimoradas, devido ao
maior nimero de pontos de interagdo com esta. Os exemplos de pequenas
moléculas desta classe de inibidores, que foram co-cristalizadas com a enzima

Sirtuina 2 humana séo o derivado benzotriazol do SirReall, criado por Schiedel e
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grupo, o composto NPD11033 (Figuras 17g e S6a-b) descoberto por Kudo et al., a
2-anilinobenzamida introduzida por Mellini e colaboradores, o 1,2,4-Oxadiazol
desenvolvido pelo grupo de Moniot, o derivado de tienopirimidinona (Figuras 17h e
S6c¢-d) desenvolvido por Sundriyal et al. e os derivados de fenoximetil-fenil-
acetamida (Figuras 17i, 21a e S6e) desenvolvidos por Yang e colaboradores
(cédigos de acesso PDB 5DY5, 5Y0Z, 5Y5N, 5MAR, 5MAT, 5YQN e 5YQO,
respectivamente) (KUDO et al., 2018; MELLINI et al., 2017; MONIOT et al., 2017;
SCHIEDEL et al., 2016; SUNDRIYAL et al., 2017; YANG et al., 2018).

Também pertencentes a esta classe, sdo os inibidores de natureza peptidica
que apresentam tanto um residuo de lisina substituido com uma cadeia alifatica,
gue ocupa os bolsdes C-estendido e Ac-K da enzima, como um bioiséstero do
grupamento acil em vez da convencional amida, que ndo pode sofrer a reacao
catalisada pelas Sirtuinas, como a tioamida desenvolvida por Teng et al. (codigo
PDB 4R8M) e a tiouréia desenvolvida por Nielsen e colaboradores (cédigos de
acesso PDB 7BOT e 7BOS, Figuras 17j, 21b e S6f). Esses inibidores sdo analogos
dos substratos da Sirtuina que contém um residuo de lisina conjugados com um
acido graxo, como por exemplo uma miristoil-lisina (Figura S6g-h), mas
similarmente aos que conttm o grupamento trifluoroaceti mencionados
anteriormente, eles ndo podem exercer o ataque nucleofilico sobre o &tomo C1 da
ribose N e subsequentemente levar a formacdo do intermediario de reacdo O-
alquimidato (ver Figura 15, etapas | a lll), devido a densidade eletrénica e carater
nucleofilico atenuados do &tomo de enxofre nos grupos tioamida e tioureia, quando
comparado ao atomo de oxigénio no grupamento amida (FELDMAN et al., 2015;
JING et al., 2016; NIELSEN et al., 2021; TENG et al., 2015).
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Figura 21. Representacdo da estrutura da hSIRT2 complexada a ligantes.

A estrutura da cadeia primaria da enzima esta representada em cinza claro transparente na representagdo do tipo
cartoon.

O inibidor ndo peptidico dos bols6es C-estendido e Ac-K (a) e o inibidor peptidico miristoil tioureia (b) estdo
representados com seus atomos de carbono em magenta, na representacao do tipo bastdes.

As cadeias laterais dos residuos de aminoacidos relevantes estdo representadas em verde, nas representacdes dos
tipos bastdes e linhas.

Os atomos de nitrogénio estdo representados na cor azul, oxigénio em vermelho e enxofre em amarelo.

Os diagramas de ligacdo do LigPlotPlus para os inibidores dos bolsos C-estendido e Ac-K (a) e (b) estdo exibidos
nas figuras do anexo S6e e S6f, respectivamente.

Figura elaborada pelo autor por meio do software PyMol, utilizando a estrutura da hSIRT2 complexada com o inibidor
fenoximetil-fenil-acetamida (a), conforme depositada no banco de dados PDB com cédigo de acesso 5YQO e a estrutura da
hSIRT2 complexada com o inibidor peptidico miristoil tioureia (b), como depositada no banco de dados PDB com cédigo de
acesso 7BOS.

Os diagramas de interacdo ligante-enzima foram elaborados pelo autor por meio do software LigPlot+, empregando os mesmos
modelos citados acima.

5.1.2.5 Inibidores competitivos da nicotinamida e do substrato peptidico

Um tipo unico de inibidor das Sirtuinas foi desenvolvido pelo grupo de Disch,
que se liga aos bolsbes C e Ac-K da enzima, apresentando assim um
comportamento competitivo tanto frente aos substratos peptidicos quanto ao grupo
nicotinamida do co-substrato NAD* (cddigo de acesso PDB 4JSR, Figuras 17k, 22
e S7). O grupo obteve e caracterizou estruturalmente seus co-cristais com a hSIRT1
e a hSIRT3, mas ndo com a hSIRT2, que este inibe com a maior poténcia (ICso
frente a hSIRT2 = 2,7 nMol, versus 3,6 nMol frente a hSIRT1 e 4,0 nMol frente a
hSIRT3) (DISCH et al., 2013).
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Figura 22. Representacdo da estrutura da hSIRT3 ligada a um inibidor competitivo do substrato e da
nicotinamida.

A estrutura da cadeia priméaria da enzima esté representada em cinza claro transparente na representacdo do tipo
cartoon.

O inibidor tieno[3,2-d]pirimidina-6-carboxamida esta representado com seus atomos de carbono em magenta, na
representacdo do tipo bastdes.

As cadeias laterais dos residuos de aminoacidos relevantes estdo representadas em verde, nas representacdes dos
tipos bastdes e linhas.

Os atomos de nitrogénio estdo representados na cor azul, oxigénio em vermelho e enxofre em amarelo.

Os residuos PHE157, ASP231 e HIS248 da hSIRT3 sdo homdélogos dos residuos PHE96, ASP170 e HIS187 da
hSIRT2, respectivamente.

A ligacéo de hidrogénio entre o grupamento amida do inibidor e a cadeia lateral do ASP170, anlogas as formadas
entre este residuo e o grupo nicotinamida do NAD* (ver Figura 14), estd representada por uma linha amarela
tracejada.

O diagrama de ligacdo do LigPlotPlus para o inibidor tienopirimidina esta exibido na figura do anexo S7.

Figura elaborada pelo autor por meio do software PyMol, utilizando a estrutura da hSIRT3 complexada com o inibidor
tieno[3,2-d]pirimidina-6-carboxamida, conforme depositada no banco de dados PDB com cédigo de acesso 4JSR.

O diagrama de interagdo ligante-enzima (Figura S7) foi elaborado pelo autor por meio do software LigPlot+, empregando o
mesmo modelo citado acima.

5.1.2.6 Inibidor analogo da nicotinamida adenina dinucleotideo

O Carbamida-NAD (Carba-NAD ou CNA, abreviando-se) € um anéalogo de
NAD* no qual o atomo de oxigénio do anel ribose N, adjacente a ligagdo anomérica
ao grupo nicotinamida, € substituido por um grupamento metileno. Essa substituicdo
torna o atomo C1 da ribose N muito menos deficiente em elétrons e, portanto,
menos eletrofilico, de modo que ndo pode sofrer o ataque nucleofilico pelo atomo
de oxigénio carbonilico do grupo N-acil dos substratos das Sirtuinas, ou permitir a

migracao e ajudar a estabilizar a carga catiénica do anel da nicotinamida através do
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intermediario com carater oxacarbénico (ver Figura 15, etapa Il), efetivamente
inibindo a enzima. Este analogo é amplamente empregado como meio para estudar
enzimas que tém o NAD* como ligante, auxiliando, por exemplo, na obtencédo de
estruturas cristalinas de complexos enzima-substrato-Carba-NAD (Figuras 171, 19b
e S8, cddigos de acesso PDB 4BN5 e 5G4C). Embora seja um inibidor competitivo
do NAD*, ndo pode ser usado terapeuticamente, devido a natureza néo seletiva de
sua inibicdo de todas as enzimas que se ligam a NAD®, a poténcia de inibicao
relativamente fraca em relacdo as concentracdes celulares fisiolégicas de NAD™ e,
mais importante, devido a sua falta de permeabilidade da membrana celular (JIN et
al., 2016; NGUYEN et al., 2013; SZCZEPANKIEWICZ et al., 2012).

5.2 Modelagem Comparativa de Sir2rpl

Ap6s modelados como descrito no item 4.1 deste trabalho, considerando-se
que o molde empregue (PDB 50L0) apresenta apenas o ion de zinco estrutural e
um substrato peptidico acetilado (fragmento de oito residuos do peptideo p53
humano) complexados com a enzima, os modelos construidos foram alinhados
estruturalmente com o modelo de Sir2Tm (cddigo de acesso PDB 2H4F) e o co-
substrato NAD™* foi sobreposto em suas estruturas usando o software PyMol. A
escolha desta estrutura como fonte do co-substrato para os modelos construidos se
deu pelo fato desta ser uma das Unicas estruturas cristalograficas disponiveis de
Sir2 que apresenta co-cristalizados tanto um substrato peptidico acetilado, como o
co-substrato NAD* e, desta forma, se encontra na conformagdo produtiva em
complexo com ambos os ligantes naturais, além de possuir uma identidade razoavel
com as Sir2rpl de Tripanosomatideos (BERMAN, 2000; FERREIRA, 2019;
FERREIRA et al., 2023; GOMES, 2021; HOFF et al., 2006; JANSON; PAIARDINI,
2021; LARKIN et al., 2007; RONIN et al., 2018; SCHRODINGER, 2022; THE
UNIPROT CONSORTIUM et al., 2021; WEBB; SALI, 2016).

A propria enzima de L. infantum também foi modelada devido ao fato de que
a sua estrutura cristalografica disponivel ndo apresenta as regiées terminais N e C
e tampouco a grande alca desordenada presente nas Sirtuinas de
Tripanosomatideos (Figuras 11, 25f e 29), devido a alta flexibilidade destas regides
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(FERREIRA, 2019; FERREIRA et al., 2023; GOMES, 2021; RONIN et al., 2018;
WEBB; SALI, 2016).

Além disso, foi construido um modelo da Sirtuina 2 humana com seus
ligantes naturais, em sua forma holo “fechada”, com base na sequéncia candnica
de cddigo UniProt Q8IXJ6, tendo como molde a estrutura cristalogréfica de codigo
PDB 5D70, para fins de comparacéo com as estruturas parasitarias e para estudos
de Dinamica Molecular. A necessidade da construcédo deste modelo pela mesma
metodologia que os homodlogos parasitarios se da por conta da auséncia das
extremidades terminais N e C, e de outras lacunas presentes nas estruturas
cristalogréficas disponiveis, devido a alta flexibilidade destas regibes (BERMAN,
2000; FERREIRA, 2019; FINNIN; DONIGIAN; PAVLETICH, 2001; GOMES, 2021;
MONIOT; SCHUTKOWSKI; STEEGBORN, 2013; RUMPF et al.,, 2015a; THE
UNIPROT CONSORTIUM et al., 2021).

Adicionalmente, foram construidos modelos de Sir2rp2 de L. major e Sir2rp3
de L. infantum por meio da mesma metodologia empregue para as demais enzimas,
usando suas sequéncias candnicas depositadas no banco de dados UniProt com
codigos de acesso Q40QB33 e A4IAM7, respectivamente, e tendo como molde as
estruturas cristalograficas da Sirtuina de Xenopus tropicalis e da Sirtuina de E. coli
“CobB”, com codigos de acesso PDB 50J7 e 6RXJ, respectivamente, pois estas
estruturas cristalograficas apresentaram a maior identidade com as sequéncias
modeladas, além de boa qualidade. Devido ao fato de que os moldes empregues
apresentam apenas o ion de zinco estrutural e um substrato peptidico acetilado, os
modelos foram alinhados estruturalmente com os modelos de Sir2Tm e Sir2Afl
(codigos de acesso PDB 2H4F e 4TWI) e o co-substrato NAD* e o substrato
peptidico succinilado foram sobrepostos em suas estruturas usando o software
PyMol. (BERMAN, 2000; FERREIRA, 2019; GOMES, 2021; HOFF et al., 2006;
PANNEK et al., 2017; RINGEL; ROMAN; WOLBERGER, 2014; SCHRODINGER,
2022; SPINCK et al., 2020; THE UNIPROT CONSORTIUM et al., 2021).
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5.3 Validagcéo e comparacédo entre os modelos construidos

No inicio do trabalho, outras plataformas de modelagem molecular foram
testadas em experimentos preliminares para comparacdo entre os modelos
gerados, sendo elas o I-Tasser, 0 RaptorX, o Swiss-Model e o AlphaFold, porém os
resultados obtidos foram inferiores aqueles obtidos através do software Modeller,
quando avaliados sob o ponto de vista da qualidade estereoquimica de seus
residuos de aminoacidos, como descrito a seguir. Estes resultados s&o
corroborados por estudos comparativos como o conduzido pelo grupo de Lee et al.,
que indicam que quando as sequéncias molde e modelada apresentam altissima
identidade e o molde possui alto grau de qualidade, a ferramenta Modeller é capaz
de gerar modelos de qualidade superior aqueles gerados por outras plataformas,
como o AlphaFold. Para fins de comparacao entre as plataformas de modelagem
testadas, utilizamos os modelos de Sir2rpl da espécie Leishmania major,
modelados por meio das ferramentas mencionadas anteriormente, tendo como
base a sequéncia canbdnica desta proteina com cédigo de acesso UniProt Q25337.
A discussdo desta analise comparativa entre as plataformas de modelagem
molecular encontra-se no Tépico S2 do anexo deste trabalho (JUMPER et al., 2021;
LEE; SU; TSENG, 2022; THE UNIPROT CONSORTIUM et al., 2021;
WATERHOUSE et al.,, 2018; WEBB, SALI, 2016; XU; MCPARTLON; LI, 2021,
YANG et al., 2015).
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5.3.1 Qualidade estereoquimica dos modelos

Uma das metodologias para a validagdo de modelos construidos foi a
verificacdo da qualidade estereoquimica dos mesmos. Um dos parametros
extremamente relevantes no que tange a qualidade dos modelos gerados é a
relacdo entre os angulos Phi (@) e Psi (y) da cadeia principal da proteina. Estes
angulos representam a torcao das ligacdes entre o &tomo de carbono alfa de um
residuo de aminoacido e a sua amina e a sua carbonila, respectivamente (Figura
23a). Devido, principalmente, aos impedimentos estéricos, nem todas as
combinacdes de valores destes angulos sdo termodinamicamente favoraveis em
uma cadeia polipeptidica. O fisico indiano G.N. Ramachandran, que propés a
estrutura de hélice tripla da fibra de colageno a partir de estudos de cristalografia e
difracdo de raios X, foi o primeiro a examinar a distribuicdo da combinacdo de
valores de angulos Phi (¢) e Psi () em cadeias polipeptidicas, culminando no
famoso diagrama de Ramachandran. Este diagrama nos mostra que existe uma
distribuicdo bastante especifica para os valores destes angulos de ligagdo em
polipeptidios, e que algumas combinacdes, por serem estericamente desfavoraveis,
dificilmente ocorrem na natureza. Estas combinacdes de angulos, ou angulos
diedrais, resultam no surgimento das estruturas secundarias das proteinas.
Resumidamente, combina¢des que resultem num diedro aproximadamente linear
levam a formacéao de fitas 3, enquanto combinag¢des que resultam em uma torgao
da cadeia levam ao surgimento de hélices a (Figura 23) (RAMACHANDRAN;
RAMAKRISHNAN; SASISEKHARAN, 1963; VERLI, 2015).
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Figura 23. Representacéo das ligacbes que compdem a cadeia principal de um polipeptidio.

(a) Os angulos torcionais das ligagdes entre os atomos estdo rotulados.

(b e c) Representagdo das estruturas secundarias mais comuns, um reflexo da combinagdo das torcdes dos
angulos Phi (@) e Psi (y).

Hélices a (b) apresentam diedros de 90° e, portanto, se dobram sobre si mesmas.

Fitas B (c) apresentam diedros de 180° e, consequentemente, apresentam uma estrutura linear.

Fonte: (VERLI, 2015)
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Em uma analise estereoquimica da combinag&o de angulos Phi (¢) e Psi (p)
de uma estrutura tridimensional de proteina por meio do diagrama de
Ramachandran, um bom modelo deveria apresentar a maioria de seus residuos de
aminoacidos dentro das regides mais favoraveis termodinamicamente do diagrama
(regides “A”, “B” e “L”, em vermelho, Figura 24). Considerando cada caso de
enovelamento como sendo Unico, o microambiente local de cada residuo da cadeia
individualmente, as interacdes quimicas e estéricas entre as cadeias laterais dos
mesmos, e outras possiveis perturbacdes da estereoquimica e casos especiais,
como a presenca de ligantes, € comum observar residuos fora das regides mais
favoraveis do diagrama, mesmo em estruturas resolvidas por técnicas empiricas e
modelos de altissima qualidade. Dentro deste contexto, € comumente esperado que
98% ou mais de todos os residuos de aminoacidos de uma estrutura se encontrem
dentro das regides permitidas termodinamicamente (regides “a”, “b”, “I" e “p”, em
amarelo, Figura 24), e que 99,8% ou mais se encontrem dentro das regides mais
favoraveis. Ainda assim, é considerado aceitavel observar até 10% dos residuos de
uma cadeia fora destas regides, chamados outliers de Ramachandran,
especialmente se estes se encontrarem nas regides pouco favoraveis (regides “~a”,

“~b”, “~I” e “~p”, em creme, Figura 24) (HOOFT et al., 1996; LASKOWSKI et al.,
1993; WILLIAMS et al., 2018).
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Figura 24. Diagrama de Ramachandran do modelo de Sir2rpl de L. major gerado pelo software
Modeller.

As regibes em vermelho representam as combinagdes de angulos mais favoraveis estericamente, sendo a
superior esquerda, demarcada com a letra “B”, referente as fitas e a central/inferior esquerda, demarcada
com a letra “A”, correspondente as hélices a. As regides em amarelo representam combinagdes de angulos
favoraveis, porém ndo ideais. As regides na cor creme representam combinac@es aceitaveis, porém pouco
favoraveis. Em branco, seriam as combinacbes desfavoraveis.

A regido central demarcada com a letra “L” corresponde as hélices o levorotatorias e a regido central inferior,
demarcada com a letra “p” corresponde a uma combinagdo favoravel para residuos de prolina.

Cada quadrado preto no diagrama representa um residuo de aminoécido da cadeia polipeptidica e os residuos
de glicina, que apresentam regides termodinamicamente favoraveis distintas dos demais aminoacidos (ver
figura 25a), sdo representadas por tridngulos pretos.

Os residuos que aparecem em vermelho com seu nome e ndmero na sequéncia demarcados sdo aqueles que
apresentam uma configuragdo estereoquimica desfavoravel.

Diagrama elaborado pelo autor por meio da plataforma PROCHECK do servidor SAVES.
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Outro parametro importante na avaliacdo da qualidade estereoquimica dos
modelos sdo os diedros formados entre os angulos Chi1 (x1) e Chi2 (x2), sendo
estes os angulos das ligacdes entre o carbono alfa de um residuo e o seu carbono
beta, e entre o carbono beta e o carbono gama da cadeia lateral do mesmo,
respectivamente (Figura 23a, angulo x1 é aquele entre o Ca e o grupo R). Assim
como € o caso dos angulos Phi (¢) e Psi (), existem combinacdes para estes
angulos que sao mais favoraveis termodinamicamente e outras que sao
desfavoraveis, e a distribuicdo desta relacao € conhecida para cada tipo de residuo
de aminoacido. Assim como o diagrama de Ramachandran é um bom parametro
para avaliar a qualidade da cadeia principal de um modelo de proteina, os
diagramas de angulos Chil-Chi2 sdo uma boa ferramenta para se avaliar a
qualidade das cadeias laterais de uma estrutura polipeptidica (Figuras 25c e S10)
(HOOFT et al., 1996; LASKOWSKI et al., 1993; WILLIAMS et al., 2018).

Temos ainda, outra avaliacao estereoquimica interessante da qualidade dos
modelos é o desvio de angulos Omega. O angulo Omega (w) representa a torgéo
da ligacao peptidica, isto €, o angulo entre o &tomo de carbono carbonilico de um
residuo de aminoacido e o a4tomo de nitrogénio do préximo residuo da cadeia
(Figura 23a). Sendo uma ligacdo do tipo amida, esta deveria apresentar uma
geometria planar. Sabe-se, porém, que a geometria mais favoravel
termodinamicamente para as ligacdes peptidicas em uma proteina é, na verdade,
ligeiramente desviada de um plano perfeito. A avaliacdo da tor¢cdo da ligacao
peptidica € uma ferramenta importante na validacdo de modelos de proteina,
levando em consideracao a distribuicdo de amplitude deste desvio de planaridade
nas estruturas conhecidas elucidadas experimentalmente (Figuras 25d e S11)
(HOOFT et al., 1996; LASKOWSKI et al., 1993; WILLIAMS et al., 2018).

Os resultados destas analises, juntamente com outras avaliagdes realizadas
com os modelos gerados, como desvio de planaridade dos residuos de aminoacidos
com grupos planares em suas cadeias laterais, distancias de ligacdes entre os
atomos dos residuos das cadeias polipeptidicas, distorcdo da geometria tetraédrica
dos atomos de carbono alfa dos residuos, a qualidade termodinamica das ligacoes
de hidrogénio formadas por estes e a incidéncia de “bad contacts” ou interagbes

nao covalentes com uma distancia entre os atomos muito proxima e, portanto,
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desfavoravel (Figura 25), nos levaram a escolher o software Modeller para a
realizacdo da Modelagem Comparativa das Sirtuinas das demais espécies
estudadas neste trabalho, com os modelos gerados por este passando pelas
mesmas validacdes de maneira similar (GOMES, 2021; HOOFT et al.,, 1996;
LASKOWSKI et al., 1993; LEE; SU; TSENG, 2022; WILLIAMS et al., 2018).

MolProbity Ramachandran analysis
leima_modellerFH pdb, model 1

General case isoleucine and valine
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Figura 25. Demais andlises da qualidade do modelo de Sir2rpl de L. major gerado por meio do software
Modeller.

(a) Diagramas de Ramachandran gerados através da plataforma MolProbity.

(b) Média dos parametros da cadeia principal do modelo, dentre eles desvio da geometria tetraédrica dtima
dos carbonos alfa dos residuos de aminoéacido, nimero de “bad contacts” e analise termodindmica das
ligagBes de hidrogénio formadas.

(c) Média dos parametros dos angulos Chi das cadeias laterais do modelo.

(d) Anélise das distancias de ligacdo entre os a&tomos da cadeia principal do modelo.

(e) Desvio quadratico médio do plano perfeito para os grupos planares das cadeias laterais dos residuos de
aminodcido do modelo.

(f) Anélise de qualidade global e local do modelo pelo servidor QMEAN, parte do pacote SwissModel.

Imagens geradas pelo autor por meio das plataformas PROCHECK do servidor SAVES (b, c, d e €), MolProbity (a) e
QMEAN ().

Como podemos observar na Figura 25, o modelo de Sir2rpl de L. major
construido por meio do software Modeller apresenta boa qualidade em todas as
analises realizadas. O servidor MolProbity nos da diagramas de Ramachandran
especificos para os residuos cujas regiées mais favoraveis termodinamicamente
sdo expressivamente distintas dos demais (Figura 25a). Segundo a andlise de
angulos Phi (@) e Psi (y) realizada por este servidor, 0 modelo gerado apresenta
dois residuos outliers de Ramachandran, ambos pertencentes a grande alca
desordenada presente nas Sir2rpl de Tripanosomatideos (Figuras 11 e 29), o que
justifica as tor¢Bes incomuns na cadeia principal destes residuos, dada a dificuldade

de modelar esta regido da proteina devido a sua alta flexibilidade e também ao fato
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de que o molde utilizado (Sir2rpl de L. infantum, cddigo de acesso PDB 50L0) nédo
abrange esta porgéo da enzima, justamente devido & impossibilidade de se obter
um cristal da mesma quando da presenca desta regido flexivel. Na Figura 25b,
podemos observar que as médias dos parametros da cadeia principal do modelo
caem dentro das regides esperadas. As andlises de desvio da geometria tetraédrica
6tima dos atomos de carbonos alfa dos residuos de aminoacido, o numero de "bad
contacts” nas interagdes ndo covalentes presentes no modelo e a analise
termodinamica das ligac6es de hidrogénio formadas todas apresentam resultados
qgue indicam boa qualidade deste modelo da enzima. Os parametros dos angulos
Chi das cadeias laterais do modelo (Figuras 25c e S10e), as distancias de ligacao
entre os atomos da cadeia principal do modelo (Figura 25d), e os desvios
guadraticos médios do plano perfeito para os grupos planares das cadeias laterais
dos residuos de aminoacido do modelo (Figura 25e), todos apresentam bons
resultados. Além do mais, a andlise de qualidade local e global realizada por meio
da plataforma QMEAN (Figura 25f) nos corrobora a ideia de que temos um modelo
de boa qualidade em maos, e ainda nos indica que as regides de pior qualidade do
modelo séo justamente as regifes mais flexiveis da enzima e que encontram-se
ausentes no molde empregue, isto é, as por¢des terminais N e C e a grande al¢a
desordenada discutida anteriormente (Figuras 11 e 29). Dentre as analises
discutidas e apresentadas na Figura 25, o modelo gerado pelo software Modeller
apresentou resultados mais favoraveis em todas elas em comparacdo aos demais
modelos de Sir2rpl de L. major gerados pelas plataformas iTasser, AlphaFold,
SwissModel e RaptorX (salvo no caso do diagrama de Ramachandran, analise na
qual o modelo gerado pela plataforma RaptorX obteve o melhor resultado, com
apenas um outlier), corroborando assim a escolha da ferramenta de Modelagem
Comparativa a ser usada neste trabalho. (GOMES, 2021; HOOFT et al., 1996;
LASKOWSKI et al., 1993; RONIN et al., 2018; STUDER et al., 2020; WILLIAMS et
al., 2018).

O software Modeller emprega uma funcéo de ranqueamento chamada DOPE
escore, do inglés, Discrete Optimized Protein Energy, que se trata de uma avaliagdo
de potencial estatistico da energia global e local dos modelos gerados. Em outras

palavras, esta funcdo de ranqueamento compara o estado energético dos modelos
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gerados com os modelos empiricos presentes no banco de dados PDB, de maneira
similar a um Z escore e a analise realizada pelo servidor QMEAN, com o objetivo
de avaliar quédo préximas as estruturas tridimensionais modeladas sdo das
estruturas proteicas conhecidas. Parametros como distancias interatbmicas,
angulos de torgéo, exposicdo de residuos ao solvente e a geometria das ligacdes
de hidrogénio sé@o levados em consideracdo para o calculo de energia, e quanto
mais proximos séo os valores obtidos entre os modelos gerados e valores médios
presentes no banco de dados, menor o valor de DOPE escore resultante. Na Figura
26a encontram-se os valores de DOPE escore por residuo obtidos para os dez
modelos de Sir2rpl de L. major gerados, em comparacdo com o molde de L.
infantum empregue (PDB 50L0). A figura denota que todos os modelos apresentam
qualidade bastante similar entre si, e ainda que a qualidade dos mesmos esta
bastante proxima a do molde usado. Também podemos observar que as regides
com maior variabilidade estrutural sdo justamente as regides flexiveis e ausentes
no molde usado, as extremidades terminais N e C e a regido da grande alca
desordenada (aproximadamente entre os residuos 250 e 340), em concordancia
com as analises realizadas pelos servidores QMEAN e DisEMBL, além da anélise
de flexibilidade dos modelos ao longo das simulacdes de DM (ver Figuras 11, 25f e
29). Na Figura 26b séo dados os valores de DOPE escore globais para os dez
modelos gerados de Sir2rpl de L. major. Com base no DOPE escore e nas demais
andlises expostas nas Figuras 25, S10 e S11 anteriormente discutidas, foram
escolhidos os melhores modelos de cada espécie estudada neste trabalho para uso
nos estudos posteriores (LINDING et al., 2003; SHEN; SALI, 2006; STUDER et al.,
2020; WEBB; SALI, 2016).
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model.2.pdb -35747.059
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model.10.pdb -35657.918
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model.8.pdb -35408.617
model.7.pdb -35311.746

Figura 26. Analise da qualidade local e global dos dez modelos de Sir2rpl de L. major gerados pelo
software Modeller realizada pela fungdo DOPE escore.

(a) Valores de DOPE escore por residuo para os dez modelos gerados de Sir2rpl de L. major, sobrepostos a
mesma analise realizada com o molde de L. infantum (PDB 50L0, linha azul apontada com uma seta preta
na regido da grande al¢a desordenada).

(b) Valores globais de DOPE escore para os dez modelos de Sir2rpl de L. major gerados pelo software
Modeller, em ordem do melhor ranqueado, para o pior ranqueado.

Figura elaborada pelo autor por meio da fungdo DOPE escore do software Modeller, através do pacote PyMod.

5.4 Simula¢cdes de Dinamica Molecular dos modelos construidos
Experimentos de Dinamica Molecular foram conduzidos com os melhores
modelos gerados de Sirtuina 2 humana e de Sir2rpl de L. infantum, L. major e L.

braziliensis por meio do pacote GROMACS. Além do refino dos modelos, as
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simulagBes foram conduzidas para permitir a analise das interagbes entre seus
ligantes e residuos de amino&cidos dos mesmos, bem como a observacdo de
mudancas conformacionais em suas estruturas, com auxilio dos softwares Visual
Molecular Dynamics (VMD), UCSF Chimera, Discovery Studio Visualizer, LigPlot+
e PyMol (ABRAHAM et al., 2023, 2015; BIOVIA, 2023; FERREIRA et al., 2023;
HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996; LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011,
LEMKUL, 2019; LEMKUL; BEVAN, 2010; PETTERSEN et al., 2004;
SCHRODINGER, 2022).

5.4.1 Estudo dos parametros de simulacdo de DM e de diferentes campos de
forca

Diversos parametros de simulagdes de dinamica molecular e campos de
forca foram estudados em experimentos preliminares para fins de comparacgao entre
os resultados gerados. Os campos GROMOS54a7, CHARMM36 e OPLS-AA/M
foram testados, cujos resultados direcionaram a escolha dos campos AMBER99SB-
ILDN e GAFF, além do entendimento da influéncia das mudiltiplas variaveis
envolvidas nestas simulacdes. A discussédo desta andlise comparativa entre os
campos de forca e parametros usados em simulagdes de dinamica molecular
encontra-se no Topico S3 do anexo deste trabalho (ABRAHAM et al., 2023;
HUANG; MACKERELL, 2013; HUANG,; LIN; VAN GUNSTEREN, 2011; LEMKUL,
2019; LINDORFF- LARSEN et al., 2010; ROBERTSON; TIRADO-RIVES;
JORGENSEN, 2015; WANG et al., 2004).

5.4.2 Refinamento dos modelos de Sirtuina construidos

Devido ao fato de que o molde empregue na construcdo dos modelos
apresenta apenas o substrato peptidico complexado a enzima, e que pela auséncia
do co-substrato NAD* esta se apresenta numa conformac&do nao produtiva, ao
inserir o co-substrato nos modelos construidos, faz-se necessério o refinamento dos
mesmaos, para que as enzimas possam se acomodar em torno de seus ligantes e
assim assumir a conformacao produtiva apresentada pela forma holo das Sirtuinas
(Figuras 11 e 12). Seguindo a teoria do encaixe-induzido, os sitios de ligagdo dos

substratos enziméaticos estudados neste trabalho ndo existem na enzima em sua
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forma apo, ou, encontram-se em uma configuracao radicalmente diferente daquela
apresentada pela forma holo. Assim como a enzima induz os substratos a
assumirem a conformacao na qual estes se ligam a mesma, os substratos induzem
a enzima a assumir a sua conformacéo ativa ao se ligarem a ela. Além do mais, o
molde empregado, por ter sua estrutura resolvida por cristalografia e difracdo de
raios X, ndo apresenta atomos de hidrogénio na mesma, estes tendo sido
adicionados aos modelos pelo médulo pdb2gmx do pacote GROMACS, logo, a
geometria das ligacdes com estes atomos também precisa ser refinada para
posterior estudo das ligagdes de hidrogénio formadas entre a enzima e seus ligantes
(ABRAHAM et al., 2023; FERREIRA, 2019; FERREIRA et al., 2023; FINNIN;
DONIGIAN; PAVLETICH, 2001; GOMES, 2021; HOFF et al., 2006; LEMKUL, 2019;
MONIOT; SCHUTKOWSKI; STEEGBORN, 2013; RUMPF et al., 2015a; SCHEMIES
et al., 2010).

Para tal, um primeiro conjunto de simula¢gées de DM de mil ns foi conduzido
aplicando-se restricdes de posicionamento aos ligantes das enzimas, de modo a
manté-los em suas conformacdes produtivas provenientes das estruturas
cristalograficas usadas, enquanto a estrutura da enzima pode se equilibrar ou
“fechar” em torno dos mesmos, assumindo também a sua conformacao produtiva,
que ndo é apresentada pelo molde de L. infantum empregue. Entdo, um segundo
conjunto de simulacdes de DM foi conduzido, sem quaisquer restricbes de
posicionamento aplicadas aos complexos, partindo da estrutura central de um
cluster populoso e representativo da conformacéo holo da enzima proveniente da
primeira simulacdo de um us de cada modelo de Sirtuina (estruturas extraidas com
tempos de simulagéo de 764 ns, 913 ns, 782 ns e 847 ns, para hSIRT2, L. infantum,
L. major e L. braziliensis, respectivamente), para verificar a estabilidade das
conformacdes assumidas pela enzima e por seus ligantes.

A estrutura da hSIRT2 construida em sua forma holo e subsequentemente
refinada, visando principalmente a otimizacdo das geometrias das ligagOes de
hidrogénio para possibilitar o estudo das interacdes chave entre a enzima e seus
ligantes naturais, e para servir como base na modelagem de seus sitios de ligacao,

pode ser observada na Figura 14 e seus diagramas de interacdo com os ligantes na
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Figura S1 (ABRAHAM et al., 2023, 2015; FERREIRA et al., 2023; LEMKUL, 2019;
LEMKUL; BEVAN, 2010).

5.4.3 Andlise das simulacdes de DM conduzidas

O RMSD, do inglés root mean square deviation, ou desvio quadratico meédio,
€ usado em Modelagem Molecular como uma medida da distancia de
posicionamento no espaco entre os atomos de dois ou mais modelos. A partir de
um alinhamento estrutural realizado pelo método dos minimos quadrados (MMQ),
do inglés least squares fit (LSQ), que busca encontrar o melhor ajuste para um
determinado conjunto de dados, no caso, o0 posicionamento no espa¢o dos atomos
dos modelos, é possivel medir o desvio quadratico médio entre estes. Esta medida
€ usada para aferir quao préximos dois ou mais modelos sdo estruturalmente. Um
valor de RMSD de zero nm entre duas estruturas indica que elas sdo idénticas,
enguanto um valor mais alto (em geral, maior que dois nm) indica duas estruturas
que diferem consideravelmente em sua disposicdo espacial. Em Dinamica
Molecular, costuma-se empregar esta medida em funcédo do tempo de simulacao,
de modo a investigar o quanto variou o posicionamento dos &tomos do sistema ao
longo da simulagéo, em relacdo a estrutura de partida (ABRAHAM et al., 2023;
FERREIRA et al., 2023; LEMKUL, 2019).

Na Figura 27 (a, b e ¢) observamos que no conjunto inicial de simulacées, a
estrutura da cadeia principal do modelo de Sir2rpl de L. major apresentou uma
movimentacao consideravel até atingir um estado mais estavel por volta da metade
da simulacdo, enquanto que o co-substrato NAD* se manteve quase estatico
durante toda a simulacéo, devido as restricbes de posicionamento impostas, nas
trés replicatas conduzidas. Ja no segundo conjunto de simulacfes, conduzidas sem
quaisquer restricdes de posicionamento (Figura 27d-f), podemos observar que a
movimentacao dos atomos da cadeia principal da enzima atingiu um estado estavel
mais rapidamente, por volta de cem ns de trajetéria. Podemos notar também, que a
conformacao da cadeia principal do modelo apds atingir a estabilidade ndo divergiu
muito da conformacao inicial do mesmo, considerando um valor médio de RMSD de
apenas 0,2 nm ao longo da simulagéo, nas triplicatas conduzidas, o que denota a

estabilidade conformacional do complexo atingida durante a primeira trajetéria
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calculada com restricbes de posicionamento impostas aos ligantes. Adicionalmente,
observa-se que neste segundo conjunto de simulacdes o co-substrato NAD*
apresentou uma movimentacdo na mesma ordem de grandeza que a enzima, mas
apesar da liberacéo das restricdes de posicionamento impostas sobre 0 mesmo na
etapa anterior, este se mostrou ainda consideravelmente estavel, devido a interacédo
com a enzima em sua conformacéo holo estabilizar a conformacéao ativa do ligante

e vice-versa.

Figura 27. Gréficos de variacdo de RMSD da cadeia principal do modelo de Sir2rpl de L. major e do
co-substrato NAD* complexado ao mesmo ao longo das replicatas das simulagdes de DM conduzidas
com e sem restri¢des de posicionamento.

(a, b e c) Gréficos de variacdo de RMSD (desvio quadratico médio) da posicdo dos atomos da cadeia
principal do modelo de Sir2rpl de L. major (em preto) e do seu co-substrato NAD* (em vermelho) ao longo
das replicatas do primeiro conjunto de simulagBes de mil nanosegundos conduzidas com restricdes de
posicionamento impostas aos ligantes da enzima. E possivel observar que a movimentago do modelo atinge
um estado estavel por volta da metade da simulacdo e que o co-substrato NAD* permanece estavel durante
toda a simulagéo.

(d, e e f) Graficos de variagdo de RMSD (desvio quadratico médio) da posicao dos atomos da cadeia principal
do modelo de Sir2rpl de L. major (em preto) e do seu co-substrato NAD* (em vermelho) ao longo das
replicatas de mil nanosegundos de simulagcdo conduzidas sem restricBes de posicionamento partindo da
estrutura central de um cluster representativo da conformacéo holo da enzima proveniente da primeira
simulacdo de um microsegundo. E possivel observar que a movimentagio do modelo atinge um estado
estavel por volta de cem nanosegundos de simulagéo.

Figura elaborada pelo autor por meio do médulo rms do pacote GROMACS e do software XMGrace.
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Uma analise da variacdo do numero de ligacdes de hidrogénio formadas
entre 0os modelos construidos de Sirtuinas e seus substratos ao longo das
simulacdes de Dinamica Molecular conduzidas foi realizada por meio do modulo
hbond do pacote GROMACS. Na Figura 28 € possivel observar que o niumero de
ligacdes de hidrogénio formadas entre 0 modelo construido de Sir2rpl de L. major
e seu co-substrato NAD* se mantém bastante estavel, por volta de quinze ligacdes,
ndo apenas entre as replicatas das trajetérias calculadas, mas também se
compararmos o0 primeiro conjunto de simulacdes (Figura 28a-c) com o segundo
(Figura 28d-f), isto €, conduzidas com e sem restricbes de posicionamento impostas
aos seus ligantes. Esta tendéncia de estabilidade do numero de ligacdes formadas
entre a enzima e seu co-substrato também ocorreu em todos os demais modelos
de Sirtuinas construidos, se mantendo em uma média de quinze ligacdes de
hidrogénio ao longo das simulag6es. Esta observacédo corrobora a estabilidade das
simulacdes de DM conduzidas e a reprodutibilidade n&o apenas da metodologia de
DM empregue, mas também da Modelagem Molecular realizada neste trabalho.

Ja a variacdo do numero de liga¢gdes de hidrogénio formadas entre o modelo
de Sir2rpl de L. major e seu substrato peptidico fragmento do peptideo p53 é
exibido na Figura S13 do anexo. Nesta figura podemos observar que o niumero de
ligacdes de hidrogénio formadas neste caso também se mantém bastante estavel
entre as replicatas das trajetérias de DM calculadas. Entre 6 e 7 ligacGes de
hidrogénio no primeiro conjunto de simulagdes (Figura S13a-c) conduzidas com
restricbes de posicionamento impostas aos seus ligantes, e entre 7 e 12 ligacdes
no segundo (Figura S13d-f), isto é, conduzidas sem restricdes de posicionamento
impostas aos seus ligantes. E interessante notar que neste caso o conjunto de
simulacdes conduzidas sem restricbes de posicionamento apresenta uma variagao
maior do numero de ligagdes de hidrogénio, além de haver ocorrido um aumento do
namero médio das mesmas em relacdo ao conjunto anterior, condizente com a
auséncia das restri¢cdes. Este perfil também foi observado nos demais modelos de
Sirtuinas estudados neste trabalho. Uma possivel explicagdo para a maior variagdo
das interacbes de hidrogénio estabelecidas com o substrato peptidico em
comparacao aquelas estabelecidas pelo co-substrato NAD*, € o fato de que esta

analise foi realizada com o fragmento do peptideo p53 inteiro e, diferentemente do
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residuo de lisina acetilada que se insere no bolso Ac-K da enzima, os demais
residuos deste interagem com alcas na face da enzima, o que permite uma

movimentacao muito maior dos mesmos.
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Figura 28. Graficos de variagdo do namero de liga¢bes de hidrogénio formadas entre o modelo de
Sir2rpl de L. major e o co-substrato NAD* complexado ao mesmo ao longo das replicatas das
simulagdes de DM conduzidas com e sem restri¢des de posicionamento.
E possivel observar que o nimero de ligagdes de hidrogénio formadas entre 0 modelo e seu co-substrato
NAD* se mantém bastante estavel, por volta de 15 liga¢Ges, ndo apenas entre as replicatas, mas também se
compararmos 0 primeiro conjunto de simulagoes (a, b e ¢) com o segundo (d, e e f), isto &, conduzidas com
e sem restricdes de posicionamento impostas aos seus ligantes.
Os gréficos de variagdo do numero de ligacGes de hidrogénio formadas entre 0 modelo de Sir2rpl de L.
major e o substrato peptidico fragmento do peptideo p53 acetilado complexado ao mesmo ao longo das
replicatas das simulagdes de DM conduzidas com e sem restricdes de posicionamento sdo expostos na Figura
S13.

Figura elaborada pelo autor por meio do médulo hbond do pacote GROMACS e do software XMGrace.
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O RMSF, do inglés root mean square fluctuation, ou flutuacdo quadratica
média, é usado em Dindmica Molecular como uma medida da flutuagdo do
posicionamento no espaco dos atomos dos residuos de aminoacidos de um modelo
ao longo de uma simulacdo. De maneira similar ao RMSD, a partir de um
alinhamento estrutural realizado pelo método dos minimos quadrados (LSQ), &
possivel medir de maneira individual a flutuagcdo do desvio quadratico médio do
posicionamento no espac¢o dos atomos de um modelo ao longo de uma trajetoria de
DM. Esta medida é usada para quantificar a movimentacao individual dos residuos
de aminoacidos de um modelo ao longo de uma simulacdo em relacdo ao seu
posicionamento médio, ou seja, aferir quao flexiveis sdo as varias regiées do
modelo em questdo. Quanto maior o valor de RMSF para um determinado residuo
ao longo de uma simulacéo, maior a flexibilidade da regido do modelo onde este se
encontra. (ABRAHAM et al., 2023; LEMKUL, 2019).

Na Figura 29 (a, b e c) podemos observar que, em geral, os residuos de
aminoacidos do modelo de Sir2rpl de L. major apresentaram uma movimentacao
relativamente baixa ao longo das simulacdes conduzidas sem restricdes de
posicionamento, salvo no caso daqueles que compreendem as regides flexiveis e
desenoveladas do modelo, isto €, as porgdes terminais N e C e a grande alca
desordenada. Este resultado corrobora o fato de que os modelos construidos se
mantém consideravelmente estaveis ao longo das simulacBes conduzidas neste
trabalho, além de estar de acordo com a predicdo de regifes intrinsecamente
desordenadas realizada pela ferramenta Remark465 do servidor DiISEMBL a partir
da sequéncia primaria do modelo (Figura 29d) (LINDING et al., 2003).



97

Disordered by Remark-465 definition

>none REM465 1-12, 265-311, 359-373

MTGSPRAPHO EHalgeptve glaryirekd vrrilvlvga gasvaagipd frssdtgiya klgkynlddp
tdafsltllr ekpeifysia relnlwpghf gptavhhfir llgdegrllr cctgnidgle kaagvspell
veahgsfaaa aciechtpfs iegnyleams gtvsrcsteg givkpnvvif genlpdaffd alhhdapiae
lviiigtsmg vhpfallpcv vpksiprvlm nrervggllf rfpddpldti hddaVAKEGR SSSSQSRSPS
ASARREEGGT EDGSSSENEE ASTSSESS Dgygqygdyy ahpdverdvf frgdegenvl klaeclglre
alakrmrfSG AAPATARKTS NET

Figura 29. Graficos de RMSF dos residuos de aminoacidos do modelo de Sir2rpl de L. major ao longo
das replicatas da simulacédo de DM conduzida sem restri¢fes de posicionamento e predigdo de regides
intrinsecamente desordenadas.

(a, b e c) Gréaficos de RMSF (flutuacdo quadratica média) da posicao dos residuos de aminoécidos do modelo
de Sir2rpl de L. major nas replicatas das trajetérias da simulacdo de DM conduzida sem restricdes de
posicionamento por mil nanosegundos partindo da estrutura central de um cluster representativo da
conformaco holo da enzima proveniente da primeira simulacdo de um microsegundo. E possivel observar
que grande parte do modelo apresenta valores bastante baixos de RMSF, sendo as por¢des mais flexiveis do
mesmo as extremidades terminais N e C e a regido da grande al¢a desordenada (residuos 240 a 329).

(d) Predicdo de regibes intrinsecamente desordenadas realizada por meio da ferramenta Remark465 do
servidor DisSEMBL

Figura elaborada pelo autor por meio do médulo rmsf do pacote GROMACS e do software XMGrace (a, b e ¢) e da
ferramenta Remark465 do servidor DiSEMBL (d).

O raio de giro, do inglés, radius of gyration (Rg), € outra medida que é
empregue em Dinamica Molecular para aferir a estabilidade de um sistema ao longo
de uma simulacéo. Esta medida indica o quanto variou a distribuicdo dos atomos de
uma macromolécula em torno de seu eixo ao longo da simulacdo, que no caso de
uma proteina esta diretamente relacionada a variagdo no seu enovelamento, isto &,
valores elevados de Rg sugerem uma alteracdo drastica do enovelamento da
mesma, enquanto que valores baixos indicam uma estabilidade das estruturas
secundarias e terciarias da proteina (ABRAHAM et al., 2023; LEMKUL, 2019).
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Na Figura 30 observamos que a estrutura do modelo de Sir2rpl de L. major
se manteve estavel ao longo das trés replicatas da simulagdo de DM conduzida sem
restricbes de posicionamento. Podemos notar também, que a conformacédo da
cadeia principal do modelo nédo divergiu muito da conformacao inicial do mesmo, se

mantendo com um valor médio de Rg de apenas 1,9 nm ao longo das simulacdes.
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Figura 30. Gréficos de variacéo de raio de giro (Rg) do modelo de Sir2rpl de L. major ao longo das

replicatas da simula¢do de DM conduzida sem restri¢es de posicionamento.

Graficos de variacéo de raio de giro (Rg) do modelo de Sir2rpl de L. major nas replicatas das trajetorias da
simulagdo de DM conduzida sem restri¢cGes de posicionamento por mil nanosegundos partindo da estrutura
central de um cluster representativo da conformagdo holo da enzima proveniente da primeira simulacdo de
um microsegundo. E possivel observar que a conformacéo da cadeia principal do modelo n&o divergiu muito
da conformacdo inicial do mesmo, se mantendo com um valor médio de Ry de apenas 1,9 nandmetro ao
longo das simulag6es.

Figura elaborada pelo autor por meio do modulo gyrate do pacote GROMACS e do software XMGrace.

Por meio destas avaliagcdes, podemos constatar que as estruturas dos
modelos se mantém estaveis ao longo das simula¢cbes conduzidas, indicando tanto
a confiabilidade das trajetérias calculadas, como também corroborando a boa
gualidade dos modelos de partida. Além do mais, foram observados valores e perfis
de RMSD, RMSF e Ry dos sistemas muito similares entre as replicatas das
simulacdes, o que denota a robustez e reprodutibilidade do método (ABRAHAM et
al., 2023; FERREIRA, 2019; FERREIRA et al., 2023; LEMKUL, 2019; VERLI, 2015).

5.4.4 Clusterizacdo das estruturas das trajetérias de DM
Uma trajetoria de Dindmica Molecular consiste de uma sequéncia de frames

ou quadros, de maneira analoga a um filme, que é composto de uma sequéncia de
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fotos ou imagens estaticas. Cada frame da trajetéria contém uma estrutura estatica
do sistema estudado, e a diferenca de posicionamento dos &tomos do sistema entre
dois frames representa o seu movimento no intervalo do tempo de amostragem da
simulacdo conduzida. Desta maneira, um frame arbitrario qualquer de uma trajetoria
de uma simulacdo de DM ndo necessariamente é representativo das estruturas
contidas na mesma, podendo apresentar uma estrutura ou conformacgédo que
ocorreu apenas uma ou pouquissimas vezes ao longo da trajetéria em questao.
Assim, a clusterizacdo ou agrupamento das estruturas de uma trajetoria de DM
segundo algum critério é uma ferramenta poderosa para a obtencao de estruturas
representativas de uma simulagdo (ABRAHAM et al., 2023, 2015; LEMKUL, 2019;
LEMKUL; BEVAN, 2010).

As estruturas contidas nas trajetorias calculadas foram entéo clusterizadas
pelo método de Jarvis-Patrick com um corte de 0,1 nm de RMSD, isto &, estruturas
que apoés alinhadas diferem em até 0,1 nm de RMSD umas das outras séo
agrupadas, por meio do modulo cluster do pacote GROMACS para a obtencao de
estruturas representativas das simulacdes. O alinhamento feito pelo método dos
minimos quadrados (LSQ) empregou todos os atomos pesados das enzimas
(cadeias principais e laterais), visando agrupar nao apenas estruturas com
enovelamento, ou configuracdo da cadeia principal similar, mas também
conformacdes similares das cadeias laterais, considerando a relevancia de ambas
na interacdo com ligantes, porém excluindo os &tomos pertencentes as
extremidades flexiveis terminais N e C e a grande alca desordenada, pois sua
movimentacdo exacerbada impede a clusterizacdo pelo método de Jarvis-Patrick.
As estruturas centrais dos clusters de maior populacao foram analisadas, e aquelas
representando a conformacdo produtiva do complexo Sirtuina-substratos foram
subsequentemente utilizadas no estudo comparativo entre os modelos construidos
(Figura 31). Aléem do mais, estruturas muito similares as estruturas centrais dos
clusters mais populosos de cada trajetoria também ocorrem em clusters populosos
nas replicatas conduzidas com pequeno desvio de RMSD umas das outras, o0 que
corrobora a robustez e reprodutibilidade da metodologia empregue neste trabalho.
Como mostrado na Figura 32, apds alinhamento estrutural entre as estruturas

centrais de clusters populosos de cada trajetoria (clusters 64, 51 e 80, Figura 30), 0
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valor de RMSD entre elas foi de 0.697, 0.824 e 0.766 nm (alinhamento entre

estruturas provenientes das replicatas 1 x 2, 1 x 3 e 2 x 3, respectivamente).
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Figura 31. Graficos de tamanho de cluster das replicatas das trajetérias da simulacdo de DM
conduzida sem restri¢des de posicionamento com o modelo de Sir2rpl de L. major.

Gréficos de tamanho de cluster das replicatas das trajetdrias da simulacdo de DM conduzida sem restri¢fes
de posicionamento com o modelo de Sir2rpl de L. major por mil nanosegundos partindo da estrutura central
de um cluster representativo da conformacdo holo da enzima proveniente da primeira simulacdo de um
microsegundo. E possivel observar a presenca de alguns clusters com uma populagio significativamente
maior que os demais.

Figura elaborada pelo autor por meio do modulo cluster do pacote GROMACS e do software XMGrace.
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Figura 32. Estruturas centrais dos clusters mais populosos das trés replicatas das trajetdrias da
simulacdo de DM conduzida sem restri¢cGes de posicionamento com o modelo de Sir2rpl de L. major
alinhadas estruturalmente.

Estruturas centrais de clusters populosos das replicatas das trajetorias da simulagdo de DM conduzida sem
restricbes de posicionamento com o modelo de Sir2rpl de L. major por mil nanosegundos partindo da
estrutura central de um cluster representativo da conformacéo holo da enzima proveniente da primeira
simulacdo de um microsegundo, alinhadas estruturalmente. E possivel observar a alta similaridade entre as
estruturas, sendo os valores de RMSD entre os carbonos alfa das mesmas de 0,697, 0,824 e 0,766
nanémetros.

A estrutura da cadeia primaria da enzima e de seu substrato peptidico estdo representadas em verde, ciano e
magenta para a primeira, segunda e terceira replicata, respectivamente, na representacao do tipo cartoon.

O co-substrato NAD* e as cadeias laterais de residuos de aminoacidos relevantes, incluindo a lisina acetilada
do substrato peptidico, estdo representados com seus &tomos de carbono na mesma coloragdo que a enzima,
na representacdo do tipo bastdes.

Os atomos de nitrogénio estdo representados na cor azul, oxigénio em vermelho e fésforo em laranja.

A estrutura da grande alga desordenada e os atomos de hidrogénio ndo polares foram omitidos para maior
clareza na visualizagdo.

Figura elaborada pelo autor por meio do software PyMol.
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5.5 Analise comparativa entre os modelos construidos de Sirtuina 2

As estruturas centrais dos clusters de maior populacdo das trajetorias do
segundo conjunto de simulacbes de DM conduzidas sem restricbes de
posicionamento com os modelos de hSIRT2 e Sir2rpl de L. infantum, L. major e L.
braziliensis foram analisadas, e aquelas representando a conformacéao produtiva do
complexo Sirtuina-substratos foram utilizadas no estudo comparativo entre os
modelos construidos, realizados por meio do pacote gmx_MMPBSA, dos softwares
LigPlotPlus e PyMol e do servidor CavityPlus (ABRAHAM et al., 2023, 2015;
FERREIRA et al., 2023; LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011; LEMKUL, 2019;
LEMKUL; BEVAN, 2010; SCHRODINGER, 2022; VALDES-TRESANCO et al.,
2021; WANG et al., 2023).

5.5.1 Célculos de energia de interacdo enzima-ligante via MMPBSA

Andlises de energia de ligacdo entre os modelos de Sirtuina estudados e
seus substratos naturais foram executadas empregando a metodologia de
MM/PBSA por meio do pacote gmx_MMPBSA. Foram calculadas as energias de
interacdo, variacdo de entropia e variacdo de energia livre de Gibbs entre os
modelos de Sirtuina, o residuo de lisina acetilada do substrato peptidico e o co-
substrato NAD*, além da anélise de decomposicéo de energia livre para a avaliacao
da contribuicdo energética individual de cada residuo de aminoacido para a
interacdo com os ligantes (DUAN; LIU; ZHANG, 2016; EKBERG; RYDE, 2021;
MILLER et al., 2012; VALDES-TRESANCO et al., 2021; WANG et al., 2016).

Na Figura 33 encontram-se os graficos de variacdo de RMSD das estruturas
das cadeias principais dos modelos de Sir2rpl de de L. infantum, L. major, L.
braziliensis e da Sirtuina 2 humana nas trajetérias de DM calculadas por dez ns com
uma frequéncia de amostragem mais densa (cem fs) partindo da estrutura central
de um cluster representativo da conformacdo holo da enzima proveniente da
segunda simulacdo de um ps de cada modelo de Sirtuina estudado (estruturas
extraidas com tempos de simulacdo de 815 ns, 764 ns, 634 ns e 772 ns, para
hSIRT2, L. infantum, L. major e L. braziliensis, respectivamente), empregues nos
calculos de energia de interacéo executados no pacote gmx_MMPBSA. As analises

de MM/PBSA foram conduzidas utilizando dez mil frames (um ns) extraidos de um
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trecho cujo ponto central contém a estrutura central do cluster mais populoso destas

trajetdrias (por volta do centro das trajetérias, ou seja, aproximadamente de 4,5 a

5,5 ns de simulacéo).
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Figura 33. Graficos de variacdo de RMSD da cadeia principal dos modelos de hSIRT2 e de Sir2rpl de
L. infantum, L. major e L. braziliensis ao longo do terceiro conjunto de simulaces de DM conduzidas
com uma frequéncia de amostragem mais densa.

Gréficos de variagcdo de RMSD (desvio quadratico médio) da posi¢do dos dtomos da cadeia principal dos
modelos de de hSIRT2 e de Sir2rpl de L. infantum, L. major e L. braziliensis (a, b, ¢ e d, respectivamente)
ao longo do terceiro conjunto de simula¢Ges de DM conduzidas com uma frequéncia de amostragem mais
densa (cem femtosegundos), partindo da estrutura central de um cluster representativo da conformagéo holo
da enzima proveniente da segunda simulacdo de um microsegundo de cada modelo de Sirtuina estudado. E
possivel observar que a movimentagdo do modelo se mantém extremamente estavel ao longo da simulagéo,

apresentando valores médios de RMSD entre 0,075 e 0,125 nandmetros, apenas.

Figura elaborada pelo autor por meio do software XMGrace.
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Na Figura 34, observamos a energia de interacéo calculada (AH) usando o
modelo de solvatagdo implicita de Poisson-Boltzmann, a variagdo de entropia (-
TAS) aproximada pela metodologia de entropia C2 e a variacdo de energia livre de
Gibbs (AG) calculada para a ligacdo do co-substrato NAD* com os modelos
construidos e refinados das enzimas. O valor de desvio padrao para o célculo de
energia de interacdo (oEl) ficou abaixo de 7 kcal/mol, onde o nimero de frames
necessario para convergir o valor do céalculo de variacdo de entropia pelo método
de entropia C2 fica por volta de dez mil frames, como demonstrado pelo grupo de
Ekberg. Considerando que foram utilizados dez mil frames para a realizagao destes
calculos, podemos dizer que estes resultados sédo confiaveis (DUAN; LIU; ZHANG,
2016; EKBERG; RYDE, 2021; MILLER et al., 2012; VALDES-TRESANCO et al.,
2021; WANG et al., 2016).

Apesar disto, os valores de variacdo de energia livre de Gibbs (AG)
calculados para a ligacdo do co-substrato NAD* com os modelos construidos e
refinados das enzimas ficaram por volta de -10 kcal/mol, que resulta, via a equacéo
da energia livre de Gibbs (AG = RTInKp, onde R € a constante dos gases ideais, T
é a temperatura em Kelvin e InKp é o logaritmo natural da constante de dissociacao),
em uma constante de dissociacdo (Kp) por volta de 88,3 nM. Estes valores
representam uma afinidade da enzima pelo seu co-substrato maior do que €
reportado na literatura (Ko nab = 200 uM). Estes resultados podem ser explicados
por alguns pontos, como o fato de que o objetivo do célculo de energia de ligacao
realizado pela metodologia de MM/PBSA nao € reproduzir numericamente valores
obtidos em experimentos com calorimetros, mas sim possibilitar o uso deste
framework para fins de comparacéo entre ligantes e/ou sistemas distintos ao se
aplicar a mesma metodologia aos mesmos, como demonstrado em experimentos
conduzidos pelo grupo de Zhang, et al.. Outro fator que interfere na obtencéo de
valores de energia de ligagcdo numericamente equivalentes aos experimentos
empiricos, é o fato de que a maioria dos valores de Kp encontrados na literatura séo
calculados a partir de experimentos de competicdo e deslocamento de um ligante
por outro, e ndo pela afericdo do calor liberado quando da interacao receptor-ligante
em um calorimetro. Essas metodologias sdo fundamentalmente diferente do que

ocorre na metodologia de MM/PBSA, sendo esta mais proxima ao que ocorre num
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experimento com calorimetro, especialmente se levarmos em conta o fato da
auséncia de outro(s) ligantes que poderiam competir com o co-substrato NAD* nos
sistemas simulados neste trabalho. Por fim, levando em consideracéo a teoria do
encaixe-induzido e a metodologia de simulacdo de DM empregue neste estudo, 0s
calculos de energia de interacdo foram realizados utilizando um ns de trajetéria de
DM, este tempo pode ser considerado insuficiente para que ocorram grandes
mudancas conformacionais na estrutura da proteina. Além do mais, considerando
gue a trajetdria empregue nestes calculos teve seu inicio a partir de uma estrutura
enzimatica que passou por mais de um ps de equilibracdo em torno de seus
ligantes, apresentando-se, portanto, em sua conformagdo holo, na qual a
configuracdo do sitio de ligacdo é otima para a interacdo com estes ligantes em
especifico, seria possivel, de fato, que para o co-substrato interagir com a enzima
em sua forma apo e induzir a mudanca conformacional para a forma holo seria
necessario uma concentracdo deste muito maior do que a afinidade calculada a
partir desta configuracéo ja estabilizada na forma da enzima fechada em torno de
seus ligantes (DUAN; LIU; ZHANG, 2016; EKBERG; RYDE, 2021; FISCHER et al.,
2012; MILLER et al., 2012; VALDES-TRESANCO et al., 2021; WANG et al., 2016;
ZHANG et al., 2017; ZHANG; TUGULDUR; VAN DER SPOEL, 2015).



106

—40

Energy (kcalimol}
\

]

2

Energy (kealfmol)
B

-40

—40

Energy (kcalimal)
]
3

Energy (kealfmol)
B

3

&

Figura 34. Gréficos de energia de ligacdo entre os modelos refinados de hSIRT2 e Sir2rpl de L.
infantum, L. major e L. braziliensis e seu co-substrato NAD".

(@) hSIRT2: AH = -4956 kcal/mol; -TAS = 39,35 kcal/mol; AG = -10,21 kcal/mol
(Kp = 6,28x10®M = 62,8 nM); oEI = + 6,76 kcal/mol.

(b) L. infantum: AH = -68,28 kcal/mol; -TAS = 57,36 kcal/mol; AG = -10,91 Kkcal/mol
(Kp = 2,01x10®M = 20,1 nM); 6EI = £ 6,98 kcal/mol.

(¢) L. major: AH = -5591 kcal/mol; -TAS = 46,12 kcal/mol; AG = -9,79 kcal/mol
(Kp = 1,24x10"M = 124 nM); oEI = + 6,87 kcal/mol.

(d) L. braziliensis: AH = -67,43 kcal/mol; -TAS = 56,87 kcal/mol; AG = -10,56 kcal/mol
(Kp = 3,56x10®M = 35,8 nM); oEI = + 6,54 kcal/mol.

Figura elaborada pelo autor por meio do médulo gmx_MMPBSA ana do pacote gmx_MMPBSA.
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Por meio das analises de energia de interacdo entre os modelos construidos
de Sirtuina e seu co-substrato NAD* (Figura 34), podemos constatar que, levando
em conta o valor de desvio padrao da andlise, todos os modelos apresentaram
afinidade igual pelo co-substrato, para todos os fins praticos. Ainda assim, nesta
analise, o modelo de L. infantum apresentou a maior afinidade calculada pelo
mesmo, com um valor de Kp de 20,1 nM, seguido do modelo de L. brasiliensis, com
um valor de Kp de 35,8 nM, em terceiro lugar observamos o modelo de hSIRT2,
com um Kp de 62,8 nM, e apresentando a menor afinidade pelo co-substrato, o
modelo de L. major, com valor de Kp de 124 nM. E interessante notar que em todos
0sS quatro modelos, quanto maiores os valores de energia de interacdo, maiores
também os valores de variacdo de entropia, de modo que apesar de variacdes
relativamente grandes destes valores entre os modelos estudados (variacdo de
18,72 kcal/mol ou 31,1% em média para a energia de ligacdo e de 18,01 kcal/mol
ou 36,1% em média para a variacao de entropia), os valores finais de variacdo de
energia livre de Gibbs variaram relativamente pouco (1,12 kcal/mol ou 10,8% em
meédia) o que, somado a baixissima variacao entre os valores de desvio padrao da
analise global de energia de interacéo (0,44 kcal/mol ou 0,065% em média), indica
que esta € uma metodologia adequada para ser aplicada na analise de
decomposicédo por residuo para o estudo comparativo entre os sitios de ligacao dos
diferentes modelos (Figura 35). Além do mais, a pequena variacdo de AG entre os
modelos somada ao fato de que o modelo que apresentou o menor valor de
afinidade calculado (L. major) ndo ser o mesmo que apresentou o menor valor de
energia de interacdo (hSIRT2), denota a importancia da estimacéo da variacdo de
entropia para a comparacdo computacional da afinidade de ligantes aos seus
receptores (DUAN; LIU; ZHANG, 2016; EKBERG; RYDE, 2021; MILLER et al.,
2012; VALDES-TRESANCO et al., 2021; WANG et al., 2016).

5.5.2 Analise de decomposicdo de energia de interagcdo enzima-ligante via
MMPBSA

Empregando a analise de decomposicdo de energia de interacado do pacote
gmx_MMPBSA, podemos aferir a contribuicdo energética de cada residuo de

aminoacido para a interagcdo da enzima com seus substratos. Na Figura 35
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podemos observar os valores de energia de interacdo calculados para cada residuo
dos modelos estudados contendo ao menos um atomo a uma distancia de no
méaximo seis angstroms (A) de qualquer atomo do co-substrato NAD*, ou do residuo
de lisina acetilada do substrato peptidico, fragmento do peptideo p53, complexados
com as enzimas. A escolha da distancia de seis A para esta anélise foi feita baseada
na faixa em que ocorrem interacdes nao covalentes, sendo que é de costume
considerar que ligacBes de hidrogénio ocorrem entre 2,5 e 3,5 A entre os atomos
pesados envolvidos (ou 1,5 a 2,5 A se os atomos de hidrogénio forem levados em
consideracao) e pontes salinas ocorrem a distancias menores que esta, por serem
ligacbes mais fortes. J& interacdes de polarizacdo induzida e de polarizacdo
instantanea sdo mais fracas, e assim ocorrem em faixas de 3 a 4 A para interacées
do tipo pi-stacking ou TT-11, enquanto que a faixa para as interacdes de van der
Waals € geralmente considerada de até 4 ou 5 A. Porém, interacbes mais fracas
podem ocorrer a distancias superiores a 5 A, logo, a escolha de uma faixa de corte
de 6 A foi feita de modo a n&o deixar nenhum residuo relevante de fora da analise
(MILLER et al., 2012; VALDES-TRESANCO et al., 2021; WANG et al., 2016).
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Figura 35. Gréficos de analise de decomposic¢éo de energia de interacdo entre os modelos refinados de
hSIRT2 e Sir2rpl de L. infantum, L. major e L. braziliensis e seu co-substrato NAD* e o residuo de
lisina acetilada de seu substrato peptidico.

(a) hSIRT2

(b) L. infantum

(c) L. major

(d) L. braziliensis

Figura elaborada pelo autor por meio do médulo gmx_MMPBSA_ana do pacote gmx_MMPBSA.

Na figura 35 observamos que a maioria dos residuos proximos aos
substratos interagem de maneira favoravel (valores negativos) com os mesmos. E
interessante notar que todos os modelos estudados apresentaram um perfil similar
de energia de interacdo por residuo com seus substratos. A numeracdo dos
residuos homologos difere consideravelmente entre a hSIRT2 e as Sir2rpl de
Tripanosomatideos, devido ao fato de que a porcao terminal N da enzima humana
€ mais longa do que no caso dos parasitas. Nesta secao, ao comparar residuos
homologos que diferem entre a hSIRT2 e as Sir2rpl de espécies de Leishmania
estudadas neste trabalho, serd mencionado primeiro o residuo da hSIRT2 e depois
o homdlogo nos parasitas, estes podendo ser visualizados nas Figuras 35, 36, S14
e S15 e na Tabela 5. Notavelmente, os residuos que interagem com o grupamento
pirofosfato do co-substrato NAD* apresentam 0s maiores valores negativos de
energia de interagdo, sendo eles a arginina que forma uma ponte salina com o
mesmo, uma serina e uma treonina, que formam ligacdes de hidrogénio com o
grupo (ARG 97 e ARG 52; SER 263 e SER 218; THR 262 e THR 217). O motivo

GLY-X-GLY caracteristico da dobra de Rossmann, que no caso das Sirtuinas é
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formado pela glicina 84 e 39, alanina 85 e 40 e glicina 86 e 41, também forma
ligacdes de hidrogénio com o grupamento pirofosfato do co-substrato, enquanto que
a alanina também contribui para a delineacéo do bolso C e interacdo com o anel
nicotinamida do NAD*, apresentando valores de energia de interacdo
consideravelmente elevados, com a glicina 86 e 41 participando da interagao com
o anel adenina e delineando o bolso A. Um residuo notavel para a interagdo com o
anel adenina do co-substrato é a cisteina 324 e 335, sendo sua posi¢ao um residuo
maior no modelo de L. braziliensis (CYS 336) devido a inser¢ao de outra cisteina na
posicdo 327 da grande alca desordenada nesta espécie, que se mostra importante
em todos os casos estudados para o reconhecimento deste anel e para a delineacéo
do bolso A da enzima. Curiosamente, a lisina 287 que interage com o anel adenina
do NAD*, delineando o bolso A na hSIRT2 é substituido por uma arginina (ARG
242) nos modelos de Sir2rpl estudados, e em todos os casos estes residuos se
mostram interagir avidamente com o co-substrato, o que faz sentido, considerando
a similaridade entre os mesmos. Também contribuindo para a delineacdo do bolso
A, atreonina 89 na hSIRT2 que é substituida por uma valina nas Sir2rpl estudadas
(VAL 44) formam interagbes com o anel adenina do co-substrato, fato este curioso,
devido a alta afinidade do bolso A pela base nitrogenada em todos os casos
estudados, e a diferenca consideravel das propriedades fisicoquimicas entre estes
residuos. Outro residuo relevante para o reconhecimento do NAD™* é a asparagina
286 e 241, que forma interacdes de hidrogénio com as hidroxilas da ribose A do co-
substrato (Figuras 35, 36, S14 e S15, Tabela 5).
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Figura 36. llustracdo da analise de decomposicdo de energia de interacdo entre os substratos naturais
das Sirtuinas e os modelos refinados de hSIRT2 e Sir2rpl de L. infantum, L. major e L. braziliensis
realizada por meio do pacote gmx_MMPBSA.

(@) hSIRT2

(b) L. infantum

(c) L. major

(d) L. braziliensis

A estrutura da cadeia priméria da enzima esta representada em cinza claro transparente na representagéo do
tipo cartoon.

Um substrato peptidico contendo um residuo de lisina N-acetilada (segmento do antigeno tumoral celular
p53) esta representado com seus atomos de carbono da cadeia lateral de lisina em magenta, na representacao
do tipo bastdes.

O co-substrato NAD™ esta representado em ciano, na forma de bast6es.

As cadeias laterais dos residuos de aminoacidos com ao menos um atomo a uma distancia maxima de 6 A
dos substratos das enzimas sdo mostradas na representacéo do tipo bastdes com seus dtomos coloridos de
acordo com a contribuigdo energética individual do residuo em questdo, numa escala onde azul escuro
representa uma forte contribuicdo favoravel a ligacdo aos substratos e vermelho escuro uma contribuicdo
fortemente desfavoravel.

Os atomos de nitrogénio dos substratos estdo representados em azul, oxigénio em vermelho e fésforo em
laranja.

A estrutura da grande alga desordenada, os demais residuos do substrato peptidico fora a lisina acetilada e
os atomos de hidrogénio nao polares foram omitidos para maior clareza na visualizagao.

Diagramas de interacdo enzima-ligante do LigPlotPlus destas estruturas estdo exibidos nas Figuras do anexo
S14 e S15 para a interagdo com o NAD* e com o residuo de lisina acetilada, respectivamente.

Figura elaborada pelo autor por meio do pacote gmx_MMPBSA e do software PyMol.
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A fenilalanina catalitica (PHE 96 e PHE 51) que interage com o grupo
nicotinamida do co-substrato também apresenta sempre valores negativos. A
histidina catalitica (HIS 187 e HIS 144), apresenta uma energia de interacdo mais
fraca, chegando a se mostrar desfavoravel na estimativa de energia de interacdo
feita com o modelo de Sir2rpl de L. major. Outro fato relevante é que o aspartato
relevante na catélise enzimatica das Sirtuinas (ASP 170 e ASP 127), que interage
com o grupamento amida do anel nicotinamida do co-substrato das mesmas,
apresentou energia de interacdo desfavoravel em todos os casos. Tanto no caso da
histidina catalitica, como do aspartato, o fenbmeno observado pode ser explicado
pela necessidade da movimentacdo de suas cadeias laterais para a catélise da
reacao, de modo que estes residuos ndo poderiam interagir muito fortemente com
0S substratos pois isto acarretaria num comprometimento de sua flexibilidade, assim
estes parecem nao desempenhar um papel de ligacdo ou reconhecimento dos
substratos, mas apenas de catdlise, propriamente dita. Outros residuos
apresentando valores de energia de interacdo notaveis frente aos substratos
naturais da enzima séo a isoleucina 169 e 126, que juntamente com a fenilalanina
catalitica delineia o bolso C e a divisdo deste com os bolsos C-estendido e de
seletividade, posicionando o grupo nicotinamida do co-substrato neste bolso e
induzindo a conformacao produtiva do NAD*. A asparagina 168 e 125, se mostrou
energeticamente relevante para a interacdo com o0 grupo nicotinamida do co-
substrato, contribuindo para a delineacdo do bolso C. A fenilalanina 235 e 190,
valina 233 e 188, fenilalanina 234 e 189, glicina 236 e 191, glutamato 237 e 192,
serina 238 e asparagina 193, leucina 239 e 194, valina 266 e 221, glutamina 267 e
histidina 222 e prolina 268 e 223, juntamente a histidina catalitica, formam o tanel
hidrofébico no qual o residuo de lisina acetilada se insere (Figuras 35, 36, S14 e
S15, Tabela 5). Digno de nota é o fato de que os residuos discutidos até entdo se

mostram extremamente conservados ao longo da arvore filogenética das Sirtuinas.
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Tabela 5. Comparagcéo entre os residuos de aminoacidos que formam os sitios de ligagdo aos substratos

naturais dos modelos de Sirtuina estudados.

Residuos relevantes na formacdo dos principais bolsos de ligacdo da enzima e/ou que apresentaram energia
de interacdo na analise de decomposicdo com valores superiores a 0,5 kcal/mol (positivo ou negativo) frente
a ao menos um dos modelos estudados estéo listados.

Residuo da hSIRT2 | Residuo homélogo Residuo Residuo homélogo | Bolso do sitio de
/ contribuicdo na Sir2rpl de homologo na na Sir2rpl de ligacdo ao qual
energeética L. infantum / Sir2rpl de L. braziliensis / pertence o residuo
(kcal/mol) contribuigdo L. major / contribuicdo (e/ou Motivo e/ou
energética contribuicdo energeética Dominio e/ou
(kcal/mol) energeética (kcal/mol) estrutura
(kcal/mol) secundaria)
GLY 84 GLY 39 GLY 39 GLY 39 Bolso B
-0,34 -0,83 -1,75 -1,28 (Motivo GLY-X-
GLY)
ALA 85 ALA 40 ALA 40 ALA 40 Bolsos B e C
-2,80 -3,41 -3,98 -2,78 (Motivo GLY-X-
GLY)
GLY 86 GLY 41 GLY 41 GLY 41 Bolso B
-0,91 -0,70 -0,77 1,21 (Motivo GLY-X-
GLY)
ILE 87 ALA 42 ALA 42 ALA 42 Hélice 02
-0,20 -0,63 -0,36 -0,62
SER 88 SER 43 SER 43 SER 43 Bolso C
-0,19 0,01 -0,11 -0,87 (Hélice 02)
THR 89 VAL 44 VAL 44 VAL 44 Bolso A
-1,35 -0,82 -0,87 -1,20 (Hélice a2)
ILE 93 ILE 48 ILE 48 ILE 48 Bolso C
-0,11 -1,08 -0,43 -0,54 (Alga L1)
PRO 94 PRO 49 PRO 49 PRO 49 Bolsos C e C-
-0,05 1,70 0,10 1,40 estendido
(Alca L1)
ASP 95 ASP 50 ASP 50 ASP 50 Bolsos C, AeB
1,70 1,87 2,07 3,80 (Alca L1)
PHE 96 PHE 51 PHE 51 PHE 51 Bolsos C e C-
-1,07 -1,59 -2,73 -1,82 estendido
(Residuo relevante
na catalise, Alga
L1)
ARG 97 ARG 52 ARG 52 ARG 52 Bolso B
-9,19 -2,47 -5,35 4,77 (Alca L1)
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PRO 115 PRO 70 PRO 70 PRO 70 Bolso C-estendido
-0,06 -1,00 -0,14 -0,11 (Mddulo Helicoidal
do Dominio
pequeno)
GLU 116 THR 71 THR 71 THR 71 Hélice a4 do
1,93 -0,14 -0,17 -0,55 Médulo Helicoidal
do Dominio
pequeno
PHE 119 PHE 74 PHE 74 PHE 74 Bolso C-estendido
-0,88 -1,77 -0,41 -0,56 (Mddulo Helicoidal
do Dominio
pequeno)
LEU 138 LEU 93 LEU 93 MET 93 Bolsos C-
-0,06 -0,48 -0,03 -0,92 estendido/de
Seletividade
(Médulo Helicoidal
do Dominio
pequeno)
TYR 139 LEU 95 LEU 95 LEU 95 Bolsos C-estendido
N.A. -0,32 -0,38 -0,19 e de Seletividade
(Alca L2)
GLN 167 GLN 124 GLN 124 GLN 124 Bolso B
-0,55 0,80 0,97 -4,22 (Alca L3)
ASN 168 ASN 125 ASN 125 ASN 125 Bolso C
-1,86 -1,29 -1,69 -1,23 (Alca L3)
ILE 169 ILE 126 ILE 126 ILE 126 Bolso C
-1,97 -3,87 -3,47 -3,69 (Alca L3)
ASP 170 ASP 127 ASP 127 ASP 127 Bolso C
0,72 4,42 0,32 3,90 (Residuo relevante
na catalise, Alga
L3)
ALA 186 ALA 143 ALA 143 ALA 143 Bolso Ac-K
0,24 0,43 -0,44 0,63 (Alca L4)
HIS 187 HIS 144 HIS 144 HIS 144 Bolso Ac-K
-1,89 -0,33 0,49 -1,51 (Residuo relevante
na catalise, Alga
L4)
ILE 232 VAL 187 VAL 187 VAL 187 Bolsos Ac-K e de
-1,62 -0,78 -0,34 -0,44 Seletividade
(Alca L5)
VAL 233 VAL 188 VAL 188 ILE 188 Bolso Ac-K
-0,59 -0,49 -0,90 -0,81 (Alca L5)
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PHE 234 PHE 189 PHE 189 PHE 189 Bolsos Ac-K e de
0,04 0,43 0,50 0,81 Seletividade
(Alca L5)
PHE 235 PHE 190 PHE 190 PHE 190 Bolso Ac-K
-2,03 -1,89 -2,11 -2,26 (Alga L5)
GLY 236 GLY 191 GLY 191 GLY 191 Bolso Ac-K
-0,76 -0,59 -0,69 -0,66 (Alga L5)
GLU 237 GLU 192 GLU 192 GLU 192 Bolso Ac-K
0,34 0,61 0,47 0,41 (Alga L5)
SER 238 ASN 193 ASN 193 CYS 193 Bolso Ac-K
-0,19 -0,20 -0,24 -0,16 (Alga L5)
LEU 239 LEU 194 LEU 194 LEU 194 Bolso Ac-K
-0,61 -0,68 -0,89 -0,64 (Alga L5)
GLY 261 GLY 216 GLY 216 GLY 216 Bolso A
-0,86 0,20 -0,84 0,17 (Alga L6)
THR 262 THR 217 THR 217 THR 217 Bolso B
-7,49 -2,18 -6,70 -3,90 (Alga L6)
SER 263 SER 218 SER 218 SER 218 Bolso B
-7,53 -5,53 -6,07 -6,73 (Alca L6)
LEU 264 MET 219 MET 219 LEU 219 Bolso B
-1,11 -0,26 -1,44 -0,57 (Alga L6)
VAL 266 VAL 221 VAL 221 VAL 221 Bolsos Ac-K e B
-0,86 -0,41 -1,40 -1,42 (Alga L6)
GLN 267 HIS 222 HIS 222 HIS 222 Bolso Ac-K
0,68 0,57 0,77 0,69 (Alca L6)
PRO 268 PRO 223 PRO 223 PRO 223 Bolso Ac-K
-0,32 -0,25 -0,16 -0,29 (Alga L6)
ASN 286 ASN 241 ASN 241 ASN 241 Bolso A
-2,16 -4,00 -0,78 -1,53 (Alga L7)
LYS 287 ARG 242 ARG 242 ARG 242 Bolso A
-2,48 -3,24 -1,96 -3,27 (Alca L7)
GLU 288 GLU 243 GLU 243 GLU 243 Bolso A
-0,02 -3,24 1,56 0,13 (Alga L7)
LYS 289 ARG 244 ARG 244 ARG 244 Bolso A
-0,02 -0,32 -0,41 -0,90 (Alga L7)
ALA 290 VAL 245 VAL 245 VAL 245 Bolso A
0,17 -0,10 N.A. -1,52 (Alca L7)
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GLY 322 GLY 333 GLY 333 GLY 334 Bolso A
-0,06 0,48 0,56 0,94 (Alca final da
Dobra de
Rossmann, L8)
GLU 323 ASP 334 ASP 334 ASP 335 Bolso A
-0,34 -1,06 -0,28 -0,93 (Alca final da
Dobra de
Rossmann, L8)
CYS 324 CYS 335 CYS 335 CYS 336 Bolso A
-0,92 -2,12 -2,00 -2,06 (Hélice a13)
ASP 325 GLN 336 GLN 336 GLN 337 Bolso A
1,67 -0,21 -0,26 -0,33 (Hélice a13)

Alguns residuos em posices homologas do enovelamento das enzimas
diferem entre o modelo de hSIRT2 e os modelos estudados de Sir2rpl, porém nem
todos poderiam ser explorados no planejamento de farmacos seletivos.
Primeiramente, ndo consideramos os bolsos A e B da enzima, como ja discutido
anteriormente, devido a inibicdo competitiva com o NAD* ser dificil devido a
afinidade elevada por este pelas enzimas que usam este cofator somado a sua
concentracéo intracelular relativamente elevada e ainda ao fato de que tal agente
inibiria todas, ou quase todas, as enzimas que usam este cofator de maneira nao
seletiva, o que reduziria a sua aplicabilidade terapéutica. Na hélice a2 da enzima
ocorre uma substituicdo de uma isoleucina por uma alanina (ILE 87 vs. ALA 42),
porém este residuo encontra-se na face da hélice a oposta ao bolso B da enzima,
apontando para a direcdo oposta aos sitios de ligacdo aos substratos das Sirtuinas,
logo, ndo se mostra de grande interesse no planejamento de farmacos. Ha a
substituicdo de um glutamato por uma treonina (GLU 116 vs. THR 71) no médulo
helicoidal do dominio pequeno, na hélice a4, que é uma substituicdo de residuos
com propriedades consideravelmente distintas, porém, este residuo ndo participa
da formacgao de nenhum dos bolsos da enzima, de modo que dificilmente ele poderia
ser explorado no planejamento de farmacos. No bolso Ac-K da enzima, ocorre a
substituicdo de uma serina por uma asparagina (SER 238 vs. ASN 193) e por uma
cisteina, na enzima de L. braziliensis (CYS 193), e de uma glutamina por uma
histidina (GLN 267 vs. HIS 222), porém ambos estes residuos ocorrem na entrada

do tunel hidrofébico onde o residuo de lisina acetilada do substrato se insere, e tém
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suas cadeias laterais voltadas para fora do bolso, expostas ao solvente. Na prética,
estes residuos participam da interagdo com os demais residuos dos substratos
peptidicos da enzima, reconhecendo-0s e 0s estabilizando na sua interacdo com a
face da enzima, ndo sendo muito Uteis para o planejamento de pequenas moléculas
que inibiriam a enzima interagindo com seu sitio ativo diretamente (Figuras 35, 36,
S14 e S15, Tabela 5).

Duas alteracdes notaveis que ocorrem entre a hSIRT2 e as Sir2rpl
estudadas neste trabalho poderiam servir como base para o planejamento de
farmacos seletivos. A primeira é a substituicdo de uma isoleucina por uma valina
(ILE 232 vs. VAL 187), que ocorre bem na interface entre os bolsos Ac-K, C-
estendido e de seletividade da enzima que, ainda que apresentem propriedades
fisicoquimicas bastante similares, possuem volumes consideravelmente diferentes,
0 que poderia ser explorado no desenho de novos inibidores competitivos da enzima
(Figuras 35, 36, S14 e S15, Tabela 5). A segunda € a troca de uma tirosina por uma
leucina (TYR 139 vs. LEU 95), que ocorre na interface entre os bolsos C-estendido
e de seletividade da enzima que, apesar de serem ambos apolares, apresentam
ndo apenas volumes e formatos bastante distintos, mas também a tirosina possui
tanto a capacidade de formar interagdes de hidrogénio, como elétrons 1T disponiveis
para a formacao de interagdes T-1r ou TT-cation, o que poderia ser explorado no
planejamento de moléculas que se insiram nestes bolsos. Este residuo néo teve
sua contribuicdo energética calculada no modelo de hSIRT2 pois se encontrava a
mais de 6 A dos substratos da enzima. A estrutura dos sitios de ligacdo aos
substratos naturais das Sirtuinas € extremamente conservada, porém mutacdes
ocorrem com maior frequéncia nos bolsos C-estendido e de seletividade, dai o nome
deste udltimo. Outras substituicdes ndo exploradas neste trabalho por estarem
distantes dos substratos naturais das enzimas e, portanto, ndo apresentarem
contribuicbes energéticas significativas para a ligacdo aos mesmos podem ser
exploradas no planejamento de novos agentes seletivos frente a estas enzimas.

No mais, todos os residuos explorados neste trabalho ndo apresentam
nenhuma substituicdo entre as espécies L. infantum e L. major, apenas a Sir2rpl
de L. braziliensis apresenta mutacdes com relagdo as duas anteriores, sendo elas

a substituicdo da leucina 93 por uma metionina, a troca da valina 188 por uma
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isoleucina, a substituicdo da asparagina 193 por uma cisteina e a troca da metionina
219 por uma leucina, esta ultima tornando esta posi¢cdo do modelo de L. braziliensis
curiosamente igual a hSIRT2. Apenas uma das substituicbes exploradas neste
estudo parece fazer diferenca significativa na energia de interacdo com os ligantes
naturais das enzimas, sendo ela a troca do glutamato 116 da hSIRT2 pela treonina
71 nos parasitas, provavelmente por conta da repulséo eletrostatica entre as cargas
negativas do glutamato e aquelas do grupamento pirofosfato do NAD*, ndo sendo
assim de grande interesse para o planejamento de farmacos (Figuras 35, 36, S14 e
S15, Tabela 5).

5.5.3 Andlise do tamanho dos bolsos de ligacdo das enzimas realizada via o
servidor CavityPlus

Uma analise realizada no servidor CavityPlus (Figura S16), nos mostrou que
dentre as enzimas estudadas, a hSIRT2 apresenta o maior volume e area superficial
dos bolsos que compdem os sitios de ligacdo de seus substratos naturais, com um
volume de 2284.62 A3 e uma area superficial de 1782.50 A2, J4 o modelo de Sir2rp1l
de L. braziliensis apresentou os menores valores, com um volume de 1050.12 A3, e
uma area superficial de 1106.00 A2. Os modelos de L. infantum e L. major
apresentaram valores intermediarios e proximos entre si (valores de volume de
1828.62 A3 e 1984.62 A3 e de area superficial de 1374.75 A2 e 1451.50 A2
respectivamente), o que € condizente com a sua extrema proximidade estrutural. E
interessante notar que o servidor CavityPlus apenas reconheceu o bolso C-
estendido no caso do modelo de hSIRT2, o que justifica os valores de volume e
area superficial maiores que os demais modelos (Figuras S16a vs. S16b-d). Este
resultado pode indicar que inibidores do tipo SirReal, que ligam-se aos bolsos C-
estendido e de seletividade ndo séo adequados para a inibicdo de Sirtuinas de

Tripanosomatideos.



122

6. CONCLUSOES

Primeiramente, um estudo de revisdo bibliografica sobre a estrutura da
Sirtuina 2 humana, seu mecanismo catalitico e os mecanismos de inibicdo de seus
inibidores enziméticos foi conduzido, contribuindo para o entendimento dos varios
modos de ligacdo possiveis para inibidores desta enzima, seus pontos de interacéo
com a mesma e os residuos de aminoacidos que participam da interagdo com 0s
mesmos, auxiliando assim o desenvolvimento racional de novos agentes frente a
este alvo biomolecular.

Foi desenvolvida e validada uma metodologia para a Modelagem e Dinamica
Molecular de enzimas da familia da Sirtuina 2 e proteinas relacionadas, e para a
analise estrutural comparativa entre diferentes enzimas da familia e diferentes
ligantes das mesmas, culminando assim em um framework in silico para a busca de
novos ligantes de Sirtuina 2, possibilitando o desenvolvimento mais eficiente de
candidatos a farmacos tendo esta enzima como alvo biomolecular.

Além do mais, os estudos realizados neste projeto, envolvendo a Modelagem
Comparativa das enzimas Sirtuin 2 related protein 1 das espécies L. infantum, L.
major, L. braziliensis e da Sirtuina 2 humana, as simulacdes de Dinamica Molecular
conduzidas com os modelos enzimaticos construidos e validados complexados com
seus ligantes naturais, as analises de energia de interacao feitas entre os modelos
enzimaticos e seus ligantes, e a comparacao entre suas estruturas, nos fornece
uma base tedrica para a busca de novos inibidores de Sirtuina 2 mais seletivos e
potentes contra o0os homologos parasitarios, abrindo caminho para o

desenvolvimento de candidatos a farmacos leishmanicidas mais seguros e eficazes.
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8. ANEXOS

S1. FIGURAS COMPLEMENTARES DOS LIGANTES DA hSIRT2 E SEUS
DIAGRAMAS DO LigPlotPuls
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Figura S1. Diagramas de interagéo ligante-enzima do LigPlotPlus para os substratos da hSIRT2.
Os diagramas de interacdo do LigPlotPlus para o co-substrato NAD* (a) e o substrato peptidico segmento de
antigeno tumoral celular p53 (b) s&o exibidos.

Os residuos mais relevantes sdo a HIS187 catalitica, a PHE96 de ligacdo ao co-substrato e 0 ASP170, que
participa da ligagdo de hidrogénio com a por¢do amida do grupo nicotinamida da molécula de NAD*.
Outros residuos importantes sao:

VAL233, VAL266 e PHE235 formam o tinel Ac-K.

GLY86, ILE87, THR89, LYS287, GLU323 e CYS324 participam da ligagdo a adenina.

ASN286 e GLU288 formam ligacdes de hidrogénio com a ribose da adenina (ribose A).

GLY84, ALA85, THR262 e SER263 estabelecem ligagdes de hidrogénio com o grupamento pirofosfato,
enguanto a ARG97 forma uma ponte salina com este.

O diagrama de interacdo ligante-enzima foi elaborado pelo autor por meio do software LigPlot+, empregando o mesmo
modelo citado na legenda da figura 14.
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Figura S2. Diagramas de interacgéo ligante-enzima do LigPlotPlus para os produtos de rea¢édo da hSIRT2.
Os diagramas de interacdo do LigPlotPlus para os produtos de reagdo 2’-O-acetil ADP ribose (a) e nicotinamida

(b) sdo exibidos.

Os diagramas de interacgdo ligante-enzima foram elaborados pelo autor por meio do software LigPlot+, empregando os
mesmos modelos citados na legenda da figura 16.
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Figura S3. Diagrama de interacéo ligante-enzima do LigPlotPlus para o inibidor enzimético da hSIRT2,
EX243.

O diagrama de interagdo do LigPlotPlus para o inibidor EX243 é exibido.

O diagrama de interacdo ligante-enzima foi elaborado pelo autor por meio do software LigPlot+, empregando o mesmo
modelo citado na legenda da figura 18.
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Figura S4. Diagramas de interacéo ligante-enzima do LigPlotPlus para inibidores enzimaticos da Sirtuina
humana.

Os diagramas de interacdo do LigPlotPlus para os inibidores peptideo macrociclico trifluoroacetilado S2iL5 (a) e
SRT1720 (b) sdo exibidos.

A PHE157 e HIS248 da hSIRT3 (b) sdo homélogas a PHE96 e HIS187 da hSIRT2, respectivamente.

Os diagramas de interagdo ligante-enzima foram elaborados pelo autor por meio do software LigPlot+, empregando os
mesmos modelos citados na legenda da figura 19.
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Figura S5. Representacéo da estrutura da hSIRT2 complexada a ligantes.

A estrutura da cadeia principal da enzima é representada em cinza claro transparente, na representagéo do tipo
cartoon (b).

O inibidor analogo do SirReall (b) é representado com seus 4&tomos de carbono coloridos em magenta e as
cadeias laterais dos residuos de aminoécidos relevantes em verde, nas representagdes do tipo bastdes e linhas. Os
atomos de nitrogénio estdo representados em azul, oxigénio em vermelho e enxofre em amarelo.

Os diagramas de interacdo do LigPlotPlus para os inibidores SirReal2 (a) e analogo do SirReall (b) sdo exibidos.

Os diagramas de interagdo ligante-enzima e a figura da estrutura do complexo ligante-enzima (b) foram elaborados pelo autor
por meio dos softwares LigPlot+ e PyMol, respectivamente, empregando o modelo citado na legenda da figura 20 e o
complexo do inibidor an&logo do SirReall com a estrutura da hSIRT2 como depositado no banco de dados PDB sob o cddigo
5YQL.
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Figura S6. Representacéo da estrutura da hSIRT2 complexada a ligantes.

A estrutura da cadeia principal da enzima é representada em cinza claro transparente, na representagéo do tipo
cartoon (a, ¢, e 9).

Os inibidores ndo peptidicos dos bolsos C-estendido e Ac-K (a) e (c) sdo representado com seus atomos de
carbono coloridos em magenta na representacdo do tipo bastdes.

O substrato peptidico N-miristoil-lisina (fragmento da histona H3) (g) é representado com sua cadeia principal
em magenta transparente e seus &tomos de carbono da cadeia lateral do residuo de lisina em magenta, nas
representacdes do tipo cartoon e bastdes, respectivamente.

As cadeias laterais dos residuos de aminodcidos relevantes estdo representadas em verde, nas representa¢des do
tipo bast@es e linhas.

Os atomos de nitrogénio estdo representados em azul, oxigénio em vermelho e enxofre em amarelo.

Os diagramas de interacdo do LigPlotPlus para os inibidores dos bolsos C-estendido e Ac-K (b), (d), (e) e (f) e
para o substrato peptidico miristoilado (h) séo exibidos.

Os diagramas de interagdo ligante-enzima e as figuras das estruturas dos complexos ligante-enzima foram elaborados pelo
autor por meio do software LigPlot+ e PyMol, respectivamente, empregando os modelos citados na legenda da figura 21 (e e
f), a estrutura hSIRT2 complexada com o inibidor NPD11033 (a e b) depositada no banco de dados PDB com codigo de
acesso 5Y0Z, a estrutura hSIRT2 complexada com o inibidor tienopirimidinona (c e d) depositada no banco de dados PDB
com cddigo de acesso SMAT e a estrutura hSIRT2 complexada com o substrato peptidico N-miristoil-lisina (g e h), conforme
depositada no banco de dados PDB com cédigo de acesso 4Y6L.
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Figura S7. Diagrama de interacéo ligante-enzima do LigPlotPlus para um inibidor competitivo da
nicotinamida e do substrato peptidico da hSIRT3.

O diagrama de interagdo do LigPlotPlus para o inibidor tienopirimidina é exibido.

A PHE157, 0 ASP231 e a HIS248 da hSIRT3 (b) sdo homblogos a PHE96, ao ASP170 e a HIS187 da hSIRT2,
respectivamente.

O diagrama de interacdo ligante-enzima foi elaborado pelo autor por meio do software LigPlot+, empregando o mesmo
modelo citado na legenda da figura 22.
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Figura S8. Representacéo da estrutura da hSIRT2 complexada a ligantes.

A estrutura da cadeia principal da enzima é representada em cinza claro transparente, na representacéo do tipo
cartoon.

O inibidor analogo do co-substrato, Carba-NAD é representado com seus atomos de carbono coloridos em ciano
na representacdo do tipo bastdes.

O substrato peptidico N-4-oxononanoil-lisina (fragmento da histona H3) é representado com sua cadeia principal
em magenta transparente e seus &tomos de carbono da cadeia lateral do residuo de lisina em magenta, nas
representacdes do tipo cartoon e bastdes, respectivamente.

As cadeias laterais dos residuos de aminoacidos relevantes estdo representadas em verde, na representacdo do
tipo bast@es.

Os atomos de nitrogénio estdo representados em azul, oxigénio em vermelho e fésforo em laranja.

Observe a substituicdo de um atomo de oxigénio do anel ribose N do analogo do NAD* por um grupo metileno,
adjacente ao atomo C1 que forma a ligagdo anomérica ao grupo nicotinamida.

A figura da estrutura do complexo ligantes-enzima foi elaborada pelo autor por meio do software PyMol, utilizando a
estrutura hSIRT2 complexada com o inibidor analogo de co-substrato Carba-NAD e o substrato peptidico N-4-oxononanoil-
lisina, conforme depositado no banco de dados PDB com cddigo de acesso 5G4C.
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S2. ANALISE COMPARATIVA ENTRE DIFERENTES PLATAFORMAS DE
MODELAGEM MOLECULAR

No inicio do trabalho, outras plataformas de modelagem molecular foram
testadas em experimentos preliminares para comparacao entre os modelos gerados
por estas, sendo elas o I-Tasser, 0 RaptorX, o Swiss-Model e o AlphaFold, porém
os resultados obtidos por meio destas ferramentas foram inferiores aqueles obtidos
através do software Modeller. Para fins de comparacédo entre as plataformas de
modelagem estudadas neste trabalho, utilizamos os modelos de Sir2rpl da espécie
Leishmania major, modelados por meio das varias ferramentas estudadas, tendo
como base a sequéncia canodnica desta proteina com coédigo de acesso UniProt
Q25337 (JUMPER et al.,, 2021; THE UNIPROT CONSORTIUM et al., 2021;
WATERHOUSE et al.,, 2018; WEBB; SALI, 2016; XU; MCPARTLON; LI, 2021;
YANG et al., 2015).

A seguir, uma comparacdo entre as avaliacdes de qualidade estereoquimica
referentes aos modelos de Sir2rpl de L. major gerados por diferentes plataformas
de modelagem de proteinas € explorada (FERREIRA, 2019; GOMES, 2021; HOOFT
et al., 1996; LASKOWSKI et al., 1993; RAMACHANDRAN; RAMAKRISHNAN;
SASISEKHARAN, 1963; STUDER et al., 2020; VERLI, 2015; WILLIAMS et al.,
2018).



S2.1 Diagramas de Ramachandran dos modelos de Sir2rpl de L. major
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Figura S9. Comparacao entre os diagramas de Ramachandran dos modelos de Sir2rpl de L. major
gerados por diferentes plataformas de modelagem.

(a) iTasser

(b) AlphaFold

(c) SwissModel

(d) RaptorX

(e) Modeller

As regibes em vermelho representam as combinag6es de &ngulos mais favoraveis termodinamicamente,
sendo a superior esquerda, demarcada com a letra “B”, referente as fitas p e a central/inferior esquerda,
demarcada com a letra “A”, correspondente as hélices a. As regides em amarelo representam combinagdes
de &ngulos favoraveis, porém ndo ideais. As regides na cor creme representam combinagdes aceitaveis,
porém pouco favoraveis. Em branco, seriam as combina¢des desfavoraveis.

A regido central demarcada com a letra “L” corresponde as hélices a levorotatérias e a regido central
inferior, demarcada com a letra “p” corresponde a uma combinag@o favoravel para residuos de prolina.
Cada quadrado preto no diagrama representa um residuo de aminoécido da cadeia polipeptidica e os
residuos de glicina, que apresentam regides termodinamicamente favoraveis distintas dos demais
aminodcidos (ver figura 25a), sdo representadas por tridngulos pretos.

Os residuos que aparecem em vermelho com seu nome e nimero na sequéncia demarcados sao aqueles que
apresentam uma configuragdo estereoquimica desfavoravel.

Diagramas elaborados pelo autor por meio da plataforma PROCHECK do servidor SAVES.
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Ao comparar os modelos de Sir2rpl de L. major gerados por plataformas de
modelagem diferentes, podemos observar que em termos de diagrama de
Ramachandran, o pior dos modelos foi aquele gerado pelo iTasser, com 14 residuos
outliers, sendo quatro em regides desfavoraveis (Em branco, no diagrama. Figura
S9a). Em seguida, em termos de qualidade do diagrama de Ramachandran, vem o
modelo gerado pelo AlphaFold, apresentando 10 outliers, sendo trés em regides
desfavoraveis (Figura S9b). O modelo gerado pelo SwissModel apresentou 6
outliers de Ramachandran, sendo dois deles em regifes desfavoraveis (Figura S9c).
Ja o modelo gerado por meio do RaptorX apresentou apenas um outlier, estando
este em uma regido pouco favoravel (denominada “~I", Figura S9d). Enquanto o
modelo gerado pelo Modeller apresentou trés outliers, sendo um destes em uma
regido desfavoravel (Figura S9e). Dentre os modelos gerados, considerando os
resultados da analise do diagrama de Ramachandran, os modelos do AlphaFold e
do iTasser apresentam qualidade estereoquimica de suas cadeias principais
inaceitavel (FERREIRA, 2019; GOMES, 2021; HOOFT et al., 1996; LASKOWSKI et
al., 1993; WILLIAMS et al., 2018).
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S2.2 Diagramas de angulos Chil-Chi2 dos modelos de Sir2rpl de L. major
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Figura S10. Comparacéo entre os diagramas de angulos Chil-Chi2 dos modelos de Sir2rpl de L.
major gerados por diferentes plataformas de modelagem.

(a) iTasser

(b) AlphaFold

(c) SwissModel

(d) RaptorX

(e) Modeller

Os diagramas sdo dados para cada tipo de residuo de aminoacido das cadeias polipeptidicas, seu home
dado pelo codigo de trés letras e 0 nimero de residuos deste tipo presentes no modelo a seguir entre
parénteses.

As regiGes em verde representam as combinacoes de angulos mais favoraveis termodinamicamente.
Cada quadrado nos diagramas representa um residuo de aminoacido, sendo 0s que aparecem na cor
amarela aqueles que apresentam uma configuragdo favoravel de sua cadeia lateral, enquanto aqueles que
aparecem em vermelho encontram-se em uma configuragdo pouco favoravel.

Os residuos que aparecem em vermelho e com seu nimero na cadeia polipeptidica demarcado acima de
seu quadrado sdo considerados outliers de angulos Chil-Chi2.

Diagramas elaborados pelo autor por meio da plataforma PROCHECK do servidor SAVES.

Ao analisar os diagramas de angulos Chil-Chi2 para os modelos de Sir2rpl
de L. major gerados por plataformas de modelagem diferentes (Figura S10),
podemos observar que, curiosamente, o modelo gerado por meio da plataforma
RaptorX, que apresentou o melhor resultado em termos de diagrama de
Ramachandran (Figura S9d), apresentou o pior resultado de diagramas de angulos
Chil-Chi2, estando todos os seus residuos de aminoacidos com configuracdes
estereoquimicas desfavoraveis em suas cadeias laterais (Figura S10d). Neste caso,
o modelo que apresentou a melhor qualidade estereoquimica das cadeias laterais
de seus residuos de aminoécidos foi aquele gerado pelo AlphaFold (Figura S10b),
porém, com excecdo do modelo gerado pelo RaptorX, todos os modelos
apresentaram qualidade estereoquimica das cadeias laterais de seus residuos
aceitavel (GOMES, 2021; HOOFT et al., 1996; LASKOWSKI et al., 1993; WILLIAMS
et al., 2018).
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S2.3 Desvios de angulos Omega dos modelos de Sir2rp1 de L. major

b. Absolute deviation from mean of omega torsion
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b. Absolute deviation from mean of omega torsion
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Figura S11. Comparagcio entre os desvios de Angulos Omega (®) dos modelos de Sir2rp1 de L. major
gerados por diferentes plataformas de modelagem.

(a) iTasser

(b) AlphaFold

(c) SwissModel

(d) RaptorX

(e) Modeller

Os graficos representam o desvio do valor esperado do angulo de torgéo de cada uma das ligacdes
peptidicas dos modelos.

As ligagdes cujo desvio de dngulo Omega (w) é considerado fora do comum (outlier Omega) estéo
representadas em vermelho.

Gréficos elaborados pelo autor por meio da plataforma PROCHECK do servidor SAVES.

Ao analisar os gréaficos de desvio de angulos Omega (w) para os modelos de
Sir2rpl de L. major gerados por plataformas de modelagem diferentes (Figura S11),
podemos observar que o uUnico modelo cujo resultado indica uma baixissima
qualidade estereoquimica de suas ligagOes peptidicas € aquele gerado pelo iTasser
(Figura S11a). Através dessa analise, podemos inferir que a plataforma AlphaFold
apresenta uma dificuldade consideravel na predicdo com qualidade da estrutura

tridimensional dos residuos de aminoacidos que compdem a grande alca
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desordenada presente nas Sir2rpl de Tripanosomatideos (Figura S11b, reparar nos
residuos de numero 270 a 300, Figura 11, reparar na hélice a12, Figuras 25f e 29d).
Neste caso, 0 modelo que apresentou a maior qualidade em termos da
estereoquimica de suas ligacbes peptidicas foi aquele gerado pela plataforma
RaptorX, apresentando apenas cinco outliers de angulos Omega (Figura S11d). O
modelo gerado pelo software Modeller também apresentou um resultado
satisfatorio, com apenas sete outliers de angulos Omega. Como discutido
anteriormente, para os diagramas de Ramachandran, considerando cada caso de
enovelamento como sendo Unico, 0 microambiente local de cada residuo da cadeia
individualmente, as interagbes quimicas e estéricas entre as cadeias laterais dos
mesmos e outras possiveis perturbacdes da estereoquimica e casos especiais,
como a presenca de ligantes, € comum observar alguns residuos com desvio de
angulos Omega (w) maiores do que o esperado, mesmo em estruturas resolvidas
por técnicas empiricas e modelos de altissima qualidade (GOMES, 2021; HOOFT
et al., 1996; LASKOWSKI et al., 1993; WILLIAMS et al., 2018).

S3. ESTUDO DOS PARAMETROS DE SIMULACAO DE DM E DE
DIFERENTES CAMPOS DE FORCA

S3.1 Estudo preliminar dos campos de forca OPLS-AA/M e GROMOS54a7

Inicialmente foram realizados alguns experimentos para determinar 0 campo
de forca mais adequado para a parametrizacdo dos modelos aqui estudados.
Primeiro, consideramos o campo de forca OPLS-AA/M para a conducdo das
simulacdes de DM, porém este campo de forca ndo apresenta parametros para o
ion de zinco(ll), presente na estrutura das Sirtuinas, e resultados preliminares de
simula¢des conduzidas com este produziram modelos de baixa qualidade, entdo
optamos por experimentar com outros campos de forca (ROBERTSON; TIRADO-
RIVES; JORGENSEN, 2015).

Em seguida foram conduzidos experimentos com o campo de forca
GROMOS54a7, poréem apesar de apresentar parametros para o ion de zinco, este
NAo possui parametros para as cisteinas anionicas que formam um complexo com

0 mesmo na estrutura das Sirtuinas, entdo apesar das simulagdes conduzidas com
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este campo de for¢ca produzirem modelos de 6tima qualidade, concluimos néo ser
adequado para a parametrizacdo dos modelos estudados neste trabalho (HUANG;
LIN; VAN GUNSTEREN, 2011).

S3.2 Estudos preliminares com o campo de forca CHARMM36

O proximo campo de forca testado, CHARMM36, ndo sO apresenta
parametros para ambos o ion de zinco e os cisteinatos que formam o complexo com
0 mesmo, mas também possui parametros para a molécula do co-substrato das
Sirtuinas, o NAD*. Primeiramente, as simula¢des conduzidas com este campo de
forca produziram modelos de qualidade geral mediana. Porém, uma andlise mais
minuciosa revelou dois problemas maiores (HUANG; MACKERELL, 2013).

O primeiro problema foi que a parametrizacédo do ion de zinco deste campo
de forca leva invariavelmente a formacdo de um complexo octaédrico, com seis
ligantes coordenados ao ion, mesmo partindo de um modelo com geometria
tetraédrica tendo o ion complexado com quatro cisteinas anidnicas (Figura S12a-
b). A configuracédo octaédrica para o Zn?* de fato ocorre, dependendo dos ligantes
envolvidos em sua coordenacao, e € comumente observada quando o ion encontra-
se simplesmente solvatado em meio aquoso (coordenado com seis moléculas de
agua). Porém, considerando sua caracteristica de um metal mole, quando
coordenado a ligantes moles, como atomos de enxofre, estes formam um complexo
altamente estavel, deformando suas nuvens eletrbnicas e doando bastante
densidade eletrbnica para o ion metalico. Sabe-se que, quando coordenado a
guatro atomos de enxofre anibnicos, o ion de zinco(ll) torna-se praticamente inerte,
sendo termodinamicamente dificil a quebra do complexo ou introducdo de novos
ligantes e consequente alteracdo do numero de coordenacdo do ion, tanto pelo
efeito de forte doacéo de densidade eletrbnica dos ligantes para o metal, como pelo
impedimento estérico provocado pelo grande volume dos atomos de enxofre. Além
do mais, as estruturas de proteinas contendo dominios de ligagdo ao zinco(ll)
disponiveis na literatura mostram que a geometria de coordenacdo mais comum
para este ion em metaloproteinas € a tetraédrica, e ainda que quando coordenado
a pelo menos trés atomos de nitrogénio ou de enxofre, a geometria octaédrica ndo
€ observada (SAKHAROV; LIM, 2005, 2009; STOTE; KARPLUS, 1995;
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TIJORNHAMMAR; EDHOLM, 2010; TRZASKOWSKI; ADAMOWICZ; DEYMIER,
2007).

O segundo problema envolvido no uso do campo de forca CHARMMS36 esta
relacionado com a parametrizacdo da molécula de NAD*. Nas simulacdes
conduzidas com este campo de forca, a molécula do co-substrato apresentou
mudancgas conformacionais em desacordo com a literatura, onde seu grupamento
pirofosfato assume uma configuracao syn, com seus atomos de oxigénio eclipsados
em uma conformacéao termodinamicamente desfavoravel e incomum em complexos
com proteinas. Adicionalmente, tal mudanca conformacional leva o anel da ribose
N a assumir uma orientacao invertida, com relacdo aquelas observadas em modelos
experimentais de Sirtuinas, o que posiciona o anel da nicotinamida em uma pose
gue também néo ocorre nas estruturas elucidadas experimentalmente (Figura S12c-
d), o que pode ser explicado pelo fato de que a parametrizagdo dos grupos
pirofosfato no campo de forca CHARMM36 foi derivada de experimentos em
solucéo aquosa, tendo como base a molécula de metildifosfato. Logo, optamos por
descartar a possibilidade de uso deste campo de forca (FINNIN; DONIGIAN;
PAVLETICH, 2001; GERTZ et al, 2013; HOFF et al., 2006; MONIOT,;
SCHUTKOWSKI; STEEGBORN, 2013; NGUYEN et al., 2013; PAVELITES et al.,
1997; RUMPF et al., 2015a, 2015b; SCHIEDEL et al., 2016; SMITH; TANNER,
2000).
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Figura S12. Comparacdo estrutural do modelo de Sir2rpl de L. major apés simulacédo de Dindmica
Molecular com os campos de forca CHARMM36 e AMBER99SB-ILDN.

(a) Geometria de coordenacéo octaédrica do ion de zinco(ll) apds simulagdo de DM de 200ns com 0
campo de forca CHARMMS36. Note que neste modelo uma das quatro cisteinas foi substituida na esfera de
coordenagdo do metal por uma molécula de agua, fendmeno extremamente improvavel. O desvio
quadréatico médio (RMSD) de uma geometria octaédrica ideal é de 0,270 A.

(b) Geometria de coordenacdo tetraédrica do ion de zinco(ll) ap6s simulagdo de DM de 800ns com o
campo de forca AMBER99SB-ILDN. O desvio quadratico médio (RMSD) de uma geometria tetraédrica
ideal é de 0,107 A.

(c) Conformagéo do co-substrato NAD* na representacéo do tipo bastdes na cor ciano, ap6s simulagédo de
DM de 200ns com o campo de forca CHARMM36. Note que neste modelo o grupamento pirofosfato
encontra-se na configuracdo syn, isto é, com seus atomos de oxigénio eclipsados, e os grupos ribose N e
nicotinamida apresentam uma pose incomum para modelos de Sirtuina.

(d) Conformacédo da molécula de NAD* na representacdo do tipo bastfes na cor ciano, ap6s simulacéo de
DM de 800ns com os campos de forca AMBER99SB-ILDN e GAFF. Note que neste modelo a pose do co-
substrato é verossimil em relagdo aquelas observadas na literatura.

Imagens elaboradas pelo autor por meio dos softwares UCSF-Chimera (a e b) e PyMol (c e d).
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S3.3 Estudos preliminares com o campo de forca AMBER99SB-ILDN

Os experimentos de Dindmica Molecular conduzidos com os campos de forga
AMBER99SB-ILDN e GAFF resultaram em modelos de Sir2rpl de boa qualidade,
apresentando consistentemente uma geometria de coordenacao tetraédrica entre o
ion de zinco estrutural e os cisteinatos das enzimas, as poses assumidas pela
molécula do co-substrato também se mostraram em concordancia com a literatura
e as estruturas secundarias dos modelos se mantém prevalentemente estaveis (ver
Figuras 26, 27 e 29) (FERREIRA, 2019; FINNIN; DONIGIAN; PAVLETICH, 2001,
GERTZ et al.,, 2013; GOMES, 2021; HOFF et al, 2006; LEMKUL, 2019;
LINDORFF- LARSEN et al., 2010; MONIOT; SCHUTKOWSKI; STEEGBORN,
2013; NGUYEN et al., 2013; RUMPF et al., 2015a, 2015b; SCHIEDEL et al., 2016;
WANG et al., 2004).

S4. ESTUDO COMPARATIVO ENTRE OS MODELOS DE SIRTUINA
CONSTRUIDOS

S4.1 Graficos de variacdo do numero de ligacbdes de hidrogénio formadas
entre o modelo construido de Sir2rpl de L. major e seu substrato peptidico ao

longo das simulacdes conduzidas

(1] —

Number
Number

L 1 | L | ( L 1 L L L 0 . L L
: 0 2e+05 4e405 6e+05 8e+05 le+06 0 2e405 4e+05 6e+03 Be+05 le+00 0 2e+05 4e+05 6e+05 8e+05 le+06
Time (ps) Time (ps) Time (ps)




173

20

Number
Number

Number

5

0 P I P B ; ol g - L a
0 2e405  4et05  6e+05  8e405  letl6 2e+05  4e+05  6e+05  8e+05  le+06 0 2e405  de+05  6e+05 Bet05  le+06
Time (ps) Time (ps) Time (ps)

Figura S13. Graficos de variacdo do nimero de ligagdes de hidrogénio formadas entre o modelo de
Sir2rpl de L. major e o substrato peptidico fragmento do peptideo p53 acetilado complexado ao mesmo
ao longo das replicatas das simulac¢es de DM conduzidas com e sem restri¢des de posicionamento.

E possivel observar que o nimero de ligacBes de hidrogénio formadas entre o modelo e seu substrato
peptidico se mantém bastante estavel entre as replicatas:

Entre 6 e 7 ligagdes no primeiro conjunto de simulacdes (a, b e c) conduzidas com restricbes de
posicionamento impostas aos seus ligantes;
E entre 7 e 12 ligagdes no segundo (d, e e f), isto é, conduzidas sem restri¢des de posicionamento impostas
aos seus ligantes.

E interessante notar que o conjunto de simulacdes conduzidas sem restri¢des de posicionamento apresenta
uma varia¢do maior do nimero de ligagdes de hidrogénio, além de haver ocorrido um aumento do nimero
médio das mesmas em relacdo ao conjunto anterior, condizente com a auséncia das restri¢Ges.

Os gréficos de variagdo do numero de ligacGes de hidrogénio formadas entre 0 modelo de Sir2rpl de L.
major e o co-substrato NAD* complexado ao mesmo ao longo das replicatas das simulacbes de DM
conduzidas com e sem restri¢des de posicionamento sdo expostos na Figura 28.

Figura elaborada pelo autor por meio do médulo hbond do pacote GROMACS e do software XMGrace.
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S4.2 Diagramas de interacdo entre os ligantes naturais das Sirtuinas e as

estruturas enzimaticas modeladas e refinadas
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Figura S14. Diagramas de interagdo entre os modelos refinados de hSIRT2 e Sir2rpl de L. infantum,
L. major e L. braziliensis e seu co-substrato NAD".

(a) hSIRT2

(b) L. infantum

(c) L. major

(d) L. braziliensis

O co-substrato NAD* esta representado em bastbes, com suas ligagdes covalentes na cor magenta. Os
residuos de aminoécidos que interagem com o ligante estdo indicados com seu codigo de trés letras e seu
ndmero na sequéncia das respectivas enzimas, em verde os que estabelecem interacdes polares e em preto 0s
que estabelecem interages hidrofdbicas. Os residuos que estabelecem ligagdes de hidrogénio e pontes
salinas com o co-substrato estéo representados em bastdes, com suas ligacbes covalentes na cor marrom. Os
atomos de oxigénio estdo representados como esferas de cor vermelha, os &tomos de nitrogénio na cor azul,
atomos de carbono na cor preta, &tomos de fésforo na cor magenta e atomos de enxofre em amarelo. Ja os
residuos que estabelecem interacdes hidrofdbicas estdo representados como arcos vermelhos estrelados.
Ligagdes de hidrogénio e pontes salinas estdo representadas como linhas tracejadas verdes, enquanto que
interagcBes hidrofobicas estdo representadas como pequenos tracos vermelhos em torno dos &tomos
envolvidos nas mesmas, apontando na dire¢do do(s) a&tomo(s)/residuo(s) com o(s) qual(is) essas interacdes
séo formadas.

Figura elaborada pelo autor por meio do software LigPlotPlus.
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Figura S15. Diagramas de interagdo entre os modelos refinados de hSIRT2 e Sir2rpl de L. infantum,
L. major e L. braziliensis e o residuo de lisina acetilada de seu substrato peptidico.

(a) hSIRT2

(b) L. infantum

(c) L. major

(d) L. braziliensis

O residuo de lisina acetilada do substrato peptidico estd representado em bastdes, com suas ligacdes
covalentes na cor magenta. Os residuos de aminoacidos que interagem com o ligante estdo indicados com
seu codigo de trés letras e seu nimero na sequéncia das respectivas enzimas, em verde 0s que estabelecem
interagOes polares e em preto os que estabelecem interagdes hidrofébicas. Os residuos que estabelecem
ligacOes de hidrogénio e pontes salinas com o substrato estdo representados em bastfes, com suas ligacoes
covalentes na cor marrom. Os atomos de oxigénio estdo representados como esferas de cor vermelha, os
atomos de nitrogénio na cor azul, &tomos de carbono na cor preta e os atomos de fésforo na cor magenta. Ja
os residuos que estabelecem interagdes hidrofébicas estdo representados como arcos vermelhos estrelados.
LigacGes de hidrogénio e pontes salinas estdo representadas como linhas tracejadas verdes, enquanto que
interagdes hidrofobicas estdo representadas como pequenos tragos vermelhos em torno dos atomos
envolvidos nas mesmas, apontando na dire¢do do(s) a&tomo(s)/residuo(s) com o(s) qual(is) essas interagfes
sdo formadas.

Figura elaborada pelo autor por meio do software LigPlotPlus.

S4.3 Representacdo grafica da cavidade formada pelo sitio catalitico das

estruturas de Sirtuinas modeladas e refinadas
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Figura S16. llustragédo da analise dos sitios de ligagéo aos substratos dos modelos refinados de hSIRT2
e Sir2rpl de L. infantum, L. major e L. braziliensis realizada por meio do servidor CavityPlus.

(a) hSIRT2: Volume da cavidade = 2284.62 A3; Area superficial da cavidade = 1782.50 A2,

(b) L. infantum: Volume da cavidade = 1828.62 A3; Area superficial da cavidade = 1374.75 A2,
(c) L. major: Volume da cavidade = 1984.62 A3; Area superficial da cavidade = 1451.50 A2,

(d) L. braziliensis: Volume da cavidade = 1050.12 A3; Area superficial da cavidade = 1106.00 A2

As hélices a estdo representadas na cor vermelha, as fitas  em amarelo e as algas e voltas na cor verde, na
representagdo do tipo cartoon.

A érea superficial dos bolsos de ligacdo aos substratos enzimaticos esta representada em cinza.

Um substrato peptidico contendo um residuo de lisina N-acetilada (segmento do antigeno tumoral celular
p53) esta representado com seus 4&tomos da cadeia principal e os carbonos da cadeia lateral de lisina em
magenta, nas representacdes do tipo cartoon e bastdes, respectivamente.

O co-substrato NAD* esté representado em ciano, na forma de bastdes.

As cadeias laterais dos residuos de aminoacidos relevantes sdo mostradas com seus atomos de carbono
coloridos em salméo, nas representac@es dos tipos bastfes e linhas.

Os atomos de nitrogénio estdo representados em azul, oxigénio em vermelho, enxofre em amarelo e fésforo
em laranja.

A esfera cinza translicida é o fon estrutural de Zn?* complexado com a enzima.

Figura elaborada pelo autor por meio do servidor CavityPlus e do software PyMol.




