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RESUMO

A epigenética ¢ a area de conhecimento responsavel por examinar o comportamento dos
genes e como eles reagem diante de inimeros fatores que estdo presentes ao logo da vida
do individuo. Uma das maneiras de realizar esse tipo de estudo é por meio do método de
dindmica molecular (DM) o qual é muito utilizado em sistemas com caracteristicas
bioldgicas permitindo que os sistemas replicados computacionalmente se assemelhem a
situacdo biologica real. Neste trabalho foi investigado os mecanismos de reacdo e
atividade da enzima lisina metiltransferase (MT) G9a por meio de simulaces de
dindmica molecular. Foram analisadas mutacdes que a histona 3 lisina 9 (H3K9) pode
sofrer por conta dos mecanismos epigenéticos, e calculados os valores de energia livre
referente a cada uma dessas mutacdes, também foi verificada a distancia média da H3K9
e suas mutacGes em complexo com a MT G9a e o comportamento reacional dos sistemas
mutantes. Para o desenvolvimento do trabalho foram usadas estruturas obtidas do Protein
Data Bank para utilizacdo das estruturas utilizadas ao longo da pesquisa onde essas
estruturas/sistemas foram tratadas com o campo de forca CHARMMS32 e simulados no
software AMBER. Cinco sistemas foram construidos: H3K9 nativo e mutantes: H3K9M,
H3K9A, H3K9Il e H3KO9NIe. Foram realizadas diferentes analises com o intuito de
verificar qual desses mutantes se destacaria quando em complexo com a enzima G9a e
consequentemente a inibicdo do processo de metiltransferase relacionado ao processo de
neoplasia. Os resultados dos primeiros 150ns de dindmica molecular mostram que os
mutantes H3K9M e H3K9I apresentaram complexos mais estaveis, calculos de energia
livre usando MM/PBSA e MM/GBSA apontaram novamente as muta¢fes H3K9M e
H3K9I como as mais energicamente favoraveis. Esses resultados estdo de acordo com as
observacBes experimentais disponiveis na literatura. Sendo assim a lisina 9 com a
mutacdo da metionina e da isoleucina podem atuar como inibidores eficientes da enzima

G9a, posteriormente podendo ocasionar problemas como o cancer.

Palavras Chaves: Dindmica Molecular, Histona 9, Metiltransferase.



ABSTRACT

Epigenetics is the area of knowledge responsible for examining the behavior of genes and
how they react to numerous factors that are present throughout the individual's life. One
way to perform this kind of study is through the molecular dynamics (MD) method, which
is widely used in systems with biological characteristics, allowing computationally
replicated systems to resemble the real biological situation. In this work we investigated
the reaction mechanisms and activity of the enzyme lysine methyltransferase (MT) G9a
by means of molecular dynamics simulations. The mutations that histone 3 lysine 9
(H3K9) can suffer due to epigenetic mechanisms were analyzed, and the free energy
values for each one of these mutations were calculated. The average distance of H3K9
and its mutations in complex with the MT G9a and the reaction behavior of the mutant
systems were also verified. For the development of the work, structures obtained from
the Protein Data Bank were used to utilize the structures used throughout the research
where these structures/systems were treated with the CHARMMS32 force field and
simulated in AMBER software. Five systems were constructed: H3K9 native and
mutants: H3K9M, H3K9A, H3K9I and H3K9Nle. Different analyses were performed in
order to verify which of these mutants would stand out when in complex with the G9a
enzyme and consequently the inhibition of the methyltransferase process related to the
neoplasm process. The first 150ns molecular dynamics results show that the H3K9M and
H3K9I mutants showed more stable complexes, free energy calculations using
MM/PBSA and MM/GBSA again pointed out the H3K9M and H3K9I mutations as the
most energetically favorable. These results are in agreement with experimental
observations available in the literature. Thus lysine 9 with the methionine and isoleucine
mutation can act as efficient inhibitors of the G9a enzyme, subsequently leading to

problems such as cancer.

Keywords: Molecular Dynamics, Histone 9, Methyltransferase
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1. INTRODUCAO

A epigenética € um dos ramos da ciéncia que gera grandes discussdes na
comunidade cientifica. As caracteristicas individuais de cada ser vivo estéo relacionadas
aos fenotipos que irdo expressar o comportamento dos genes (OLIVEIRA et al, 2010).
Contudo muitas caracteristicas desenvolvidas no decorrer da vida do ser humano podem
ser explicadas pela forma como determinados genes funcionam e como véo influenciar
na ocorréncia de mecanismos particulares de cada individuo (OLIVEIRA et al,2010).

Os mecanismos epigenéticos tem chamado cada vez mais atengdo por conta
do entendimento de como alteracbes quimicas no DNA, porém sem afetar seu
sequenciamento, e proteinas histonas podem descaracterizar a expressao comportamental
dos genes (SARTORI; FRASSON,2015; OLIVEIRA et al,2010). Essas reacOes séo
influenciadas de acordo com os hébitos de vida de cada individuo e s&o modulados ao
decorrer da vida de cada um (COSTA; PACHECO,2013).

Os mecanismos epigenéticos podem ser vistos como 0S responsaveis por
afetar a cromatina e os responsaveis pela modificacdo quimica do DNA (KRAUSE et
al.,2016), onde essas modificacbes sdo reguladas por padrGes epigenéticos e por
modificagdes quimicas na histona. Entre as modificacGes epigenéticas destacam-se a
metilacdo, acetilacdo e fosforilacdo na cauda da histona como um dos exemplos

fundamentais no processo de sinalizacédo atingindo as histonas (KRAUSE et al.,2016).

A ativacdo e inibicdo dos genes € algo que faz parte da estrutura envolvendo
mecanismos epigenéticos. O desenvolvimento desses processos é coordenado por uma
espécie de marcacdo genética a qual vai decidir como e onde acontecerd a aplicacdo
desses marcadores (FONTES et al.,2015)

As histonas que ja chegaram a ser consideradas apenas como constituintes da
estrutura do DNA, hoje ja sdo vistas como pecas importantissimas para regulacdo de
processos naturais de equilibrio do corpo humano que envolvem a cromatina (MENDITI;
HYE.,2007) onde as histonas H2A e H2B, H3, H4 se fazem presentes nos nucleossomos
e uma histona H1/H5 é responsavel pela interacdo entre o nucleossomo e a fita de DNA
(MENDITI; HYE.,2007). As modificagOes que as histonas sofrem as deixam suscetiveis
a afetar o desempenho habitual de suas capacidades em relacao as atividades realizadas
pela cromatina (MULLER; PRADO., 2008).

Enzimas responsaveis pela modificacdo na cauda da histona influenciam

diretamente nas alteragcdes quimicas das histonas. Dentre essas enzimas tem-se a histona
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fosfotransferase (HFT), DNA metiltransferase (DNMTS), histona acetiltransferase (HAT)
e a histona metiltransferase (HMT) (COSTA; PACHECO,2013). A HMT tem como
funcdo adicionar os grupos metil na estrutura da cauda histona completando a
metiltransferase (COSTA; PACHECO, 2013; OLIVEIRA, 2012). Na figura 1 ¢é possivel
observar o resultado do processo de HMT onde ocorre essa adi¢do na posicao 9 da lisina

na cauda da histona H3.

Figura 1: Metilacéo da cauda da histona catalisada pela enzima histona

metiltransferase

o8

H3

Fonte: Figura adaptada (DORNELES; PERES.,2017).

O estudo em torno desses mecanismos requer a observacado a respeito de um
ponto importante: a reacdo de metilacdo envolvendo a G9a e o S-adenosilmetionina
(SAM). A reagéo envolvendo tanto o SAM como a G9a sdo de grande valia para a
compreensdo a respeito do comportamento génico e os efeitos decorrentes desse processo
(SZYF.,2007; TACHIBANA et al.,2008; KARMODIYA et al,.2012).

O grupo metil do processo de transferéncia da metiltransferase é adicionado
ao carbono C5 em um mecanismo natural de regulagdo (COSTA; PACHECO,2013).
Contudo o surgimento de mudancas no processo de metiltransferase levam a problemas
iniciais ligados a carcinogénese. Esses problemas estdo ligados a enzimas como a
DNMT3B que fazem parte do processo de transferéncia do grupo metil e estdo ligados a
casos de neoplasmas como o cancer de bexiga e cancer de mama (ISSA, 2000).

Apesar das adversidades apresentadas pela metilacéo e que muito tem relacdo
com o comportamento epigenético de cada individuo, esse mecanismo apresenta também
seu lado positivo como regulacdo génica e acessibilidade de um dos alelos também
conhecido como imprinting gendmico (COSTA; PACHECO,2013).

Diante deste cenario se faz necessario procurar métodos que ajudem a

compreender como esses mecanismos ocorrem, e para isso pode-se utilizar da simulagéo
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computacional a qual ja foi provado em trabalhos anteriores que seus resultados
demonstram seguranga em relagdo ao experimental (BLASE et al.,1994). A dinamica
molecular (DM) consiste em um método computacional de andlise que se baseia na
movimentacdo dos sistemas de interesse em relacdo ao tempo de simulagcdo (VERLLI,
H.,2014).

A epigenética tem se mostrado uma area de grande importancia para a
compreensdo de processos bioldgicos e doengas humanas, incluindo o cancer. Nesse
contexto, o objetivo desta dissertacdo é estudar a inibicdo da enzima lisina metil
transferase G9a usando um tratamento de Dinamica Molecular. E o método do qual pode
ser utilizado para investigacdo de estruturas fisicas e quimicas e em principal sistemas
biolégicos com grandes conglomerados de atomos (VERLI, H.,2014; COUTINHO;
MORGAN.,2007). Especificamente, buscou-se determinar a energia de interacdo entre
os residuos de aminodcidos e do grupo peptidicos selecionados, verificar o
comportamento das histonas mutantes em relacdo ao SAM, realizar calculos de energia
livre, comparar energia livre de ativagdo calculada com dados experimentais, estudar
mutac¢des na enzima histona humana H3 para verificar a importancia de cada residuo na
interacdo enzima-substrato e determinar a origem do poder catalitico enzimatico (espacial
ou eletrostatico) das metiltransferase estudada.

Os resultados desta dissertacdo fornecem informacdes relevantes sobre o
funcionamento da enzima G9a e sua relacdo com o processo de metilacdo de histonas,
além de permitir a identificacdo de possiveis inibidores dessa enzima, que podem ser Uteis
no tratamento de doengcas como o céncer. As simulacBes computacionais realizadas
permitiram verificar o comportamento reacional da histona 3 lisinas 9 e seus mutantes no
processo de metiltransferase ligado a G9a, permitindo determinar qual dos sistemas
utilizados apresentou maior estabilidade. Portanto, esta dissertacdo pode contribuir para
a compreensdo dos mecanismos moleculares e para o desenvolvimento de terapias mais

eficazes no tratamento de doencas humanas.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mecanismos Epigenéticos

O interesse a respeito do funcionamento de como determinados mecanismos
que fazem parte do corpo humano tem crescido cada vez mais. Por definicdo a epigenética

é dita como alteragdes nos genes que sao herdadas, porém que ndo modificam a sequéncia
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genética do DNA (FANTAPPIE, M.,2013), em outras palavras o proprio corpo humano
tem sua maneira de usar ou ndo alguns de seus genes de acordo com as condigdes
individuais de cada um sem ter que alterar a estrutura do DNA. Essas ativacgdes e inibicoes
de genes sdo influenciadas conforme a rotina que cada pessoa leva, no entanto, as
consequéncias negativas desses habitos podem ser suprimidas desde que o estilo de vida
seja modificado (COSTA; PACHECO.,2013; MULLER; PRADO.,2008).

A epigenética tem sua acao iniciada desde o processo de mitose no qual sera
determinada as caracteristicas que serdo expressas ou ndo no sistema biologico do
individuo (FANTAPPIE, M.,2013). Como dito anteriormente e baseado em estudos,
muitas ativacdes e inibicGes podem ser decorrentes de fatores externos, porém ha casos
que biologicamente ocorrem de maneira natural como o caso dos horménios sexuais no
qual por meio de uma sinalizacdo genética sdo ativados em certa idade e passam por ser
responsaveis pelo aparecimento de novas caracteristicas no corpo humano (FANTAPPIE,
M.,2013).

Diante disso um ponto bem comentado na epigenética é em torno do
funcionamento dos marcadores genéticos. A ativacdo de determinados genes vai
depender de como esses marcadores vao decidir ou ndo na sua utilizacdo (FONTES et
al.,2015), tal como uma espécie de sinal. E bem verdade que a influéncia de fatores
externos € algo que tem sido amplamente discutido na epigenética muito por conta dos
apontamentos que diversos estudos tem feito em relacdo aos seres Vvivos e Seus
descendentes (FRANCO, M.,2017).

A memoria epigenética é um dos tracos de investigacao cientifica em relacdo
a capacidade de experiéncias vividas por um progenitor. Um estudo voltado para isso
utilizou camundongos os quais passaram a ser estimulados a reagir de forma negativa
qguando sentissem um determinado odor (DIAS; RESSLER.,2014). Como resultado os
seus descendentes passaram a reagir de forma desconfortavel quando expostos ao mesmo
cenario. Levando em conta esses fendmenos, fica evidente que a regulagdo génica faz
parte dos mecanismos que estdo associados ao comportamento génico de cada ser vivo
(FRANCO, M.,2017).

O estudo envolvendo 0s mecanismos epigenéticos tem ganhado cada vez
mais forca por conta do quéo surpreendente podem ser as alteragGes quimicas no DNA e

em proteinas histonas que podem manobrar a expressao comportamental dos genes
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(SARTORI; FRASSON,2015; OLIVEIRA et al,2010). Esse tipo de processo acaba
estando atrelado a causa responsdvel pela alteracdo da cromatina visto que estdo
associados a ativagdo ou inibicdo de genes que afetam diretamente os constituintes da
prépria cromatina (MULLER; PRADO., 2008).

A metilacdo é um dos processos mais investigados da epigénese onde
normalmente o grupo metil, do processo de transferéncia da metiltransferase, é
adicionado ao carbono C5(5-metilcitidina) (COSTA; PACHECO,2013), contudo o
surgimento de mudangas no processo de metiltransferase levam a problemas iniciais

ligados a carcinogéneses (SILVA et al.,2020).

Como é um mecanismo natural de cada ser humano, € comum gue a metilacdo
esteja associada a processos de regulagdo relacionados ao cédigo genético do homem (DE
OLIVEIRA et al.,2010). Sendo assim a relevancia em torno do aspecto da metilagdo €
necessaria para evitar desarranjos genéticos que possam a vim propiciar o surgimento de
patologias (DE OLIVEIRA et al.,2010).

O processo de metilacdo é caracterizado tanto pela hipometilagdo que acaba
sendo marcada pelo desligamento dos genes supressores de tumor gquanto pela
hipermetilagdo com sua capacidade de promocao desses genes (SILVA et al.,2020).
Contudo niveis anormais de hipometilacdo e hipermetilacdo podem acabar por exercer
uma inconstancia da regulacdo do codigo genético e por consequéncia influenciar um

crescimento celular desordenado gerando o cancer (SILVA et al.,2020).

Além da metilacdo outros mecanismos epigenéticos se destacam em relagédo
a sua atividade bioldgica associada a demais estruturas do DNA (KRAUSE et al.,2016).
Entre eles vale enfatizar a acetilacdo, a fosforilacdo e também a metilacdo na cauda da
histona como um dos cenarios no processo de sinalizacdo genética (KRAUSE et
al.,2016). Portanto todo o processo de regulacdo do genoma humano esta interligado a
maneira como 0s MEP se desenvolvem nessas estruturas, como o caso da hipermetilacao
e da hipometilagdo em que ambas podem ser detectadas em momentos diferentes da
doenga desde o mecanismo de metilagdo sofra alguma modificagdo (DE OLIVEIRA et
al.,2010).

2.2 Histonas
Duas estruturas relacionadas ao DNA sé&o de fundamental importancia e estdo
diretamente envolvidas na regulagdo da cromatina: as histonas e 0s nucleossomos
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(MULLER; PRADO., 2008). Antes vistas apenas como constituintes sem muita
expressdo na estrutura do DNA, hoje as histonas j& sdo vistas como partes de extremo
valor para 0 bom desempenho de processos naturais de equilibrio do corpo humano como
um todo (MARGERON et al,2005).

As histonas sao proteinas circundadas pelas fitas de DNA, figura 2, que atuam
principalmente na regulacdo dos genes possibilitando que cddigos genéticos fiquem
armazenados no interior das células (FANTAPPIE, M.,2013). No total sdo 5 tipos de
histonas onde cada uma delas tem sua localizacao e funcao definida no DNA (da CUNHA
MENDITI; KANG.,2007). A H1/H5 tem a responsabilidade de organizacdo e
compactacdo do nucleossomo, ja as histonas H2A, H2B, H3 e H4 fazem parte do
octamero formador do nucleossomo (da CUNHA MENDITI; KANG.,2007). Contudo
essas proteinas estdo suscetiveis a mudangas em suas estruturas, e uma bastante acentuada
sdo as modificacbes na cauda das histonas (PETERSON; LANIEL,2005). Essas
modificacbes acabam por estarem ligadas a introducdo de grupamentos quimicos a
estrutura da cauda, ja que as caudas sao sensiveis a mudancas e também apresentam seu
teor de basicidade, e consequentemente ao desenvolvimento de novos processos
epigenético que vao de acordo com o tipo de alteracdes que podem sofrer (PETERSON;
LANIEL,2005; SOUZA-CACERES; DE ANDRADE MELO-STERZA.,2017).

Dentre as modificacdes quimicas que as histonas podem sofrer ao longo de
sua cauda tem-se a histona fosfotransferase (HFT) oriunda da fosforilacdo, histona
acetiltransferase (HAT) por meio da acetilacdo e a histona metiltransferase (HMT)
decorrente do processo de metilacdo (COSTA; PACHECO,2013). Como ja é notavel pela
nomenclatura, a HMT adiciona o grupo metil aos residuos de lisina da histona
confirmando o processo de metiltransferase (COSTA; PACHECO, 2013; OLIVEIRA.,
2012).
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Figura 2: Estrutura com fitas de DNA circundando um octamero de histonas

Fonte: (TSANKOVA et al., 2007)

A metilacdo nas histonas pode ocorrer tanto na lisina como também na
arginina sendo que a histona H3 fica mais suscetivel ao ataque tanto posi¢do 4 como
posicdo 9 (H3K4 e H3K9) (SOUZA-CARCERES; DE ANDRADE MELO-STERZA,
2017). Essas modificacbes quimicas sdo responsaveis pela ativacdo de funcgdes
importantes em mamiferos onde as células eucariontes sofrem um tipo de compressao, ou
condensacdo, antes de se dividir (SOUZA-CARCERES; DE ANDRADE MELO-
STERZA, 2017).

O grupo metil decorrente do processo envolvendo a HMT € proveniente do
SAM que cede esse grupamento a histona visando atingir condensacdo da cromatina
(SZYF, 2007; SOUZA-CARCERES; DE ANDRADE MELO-STERZA, 2017). As
funcdes executadas pela H3K9 sdo determinadas pelo tipo de mecanismo quimico que a
afeta: ativacdo de genes por acetilacdo e silenciamento por meio da metilagdo
(KARMODIYA et al.,2012). E importante citar que o processo envolvendo lisina (K) e a
metilacdo pode ser mono, di ou trimetilado sendo que essas caracteristicas de represséo
estdo ligadas as modificagBes di e trimetiladas (SOUZA-CARCERES; DE ANDRADE
MELO-STERZA, 2017).

De certa maneira os processos desenvolvidos na H3K9 estdo relacionados a
enzima G9a que é responsavel pela catalise da metiltransferase na histona 3 em residuos
de lisina 9 e lisina 27 (TACHIBANA et al.,2008). Um outro fato ligado a H3K9 é a sua

relacdo com a regido condensada da cromatina: a heterocromatina. Essa regido esta
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associada a H3K9 por haver também silenciamento de genes neste territdrio
(AUDERGON et al.,2015).

E por esse e outros motivos que o interesse pelo estudo envolvendo as
histonas, em especial a H3, e também sua regido especifica, tem crescido cada vez mais
tendo em vista ndo s6 compreender o papel como reguladoras de processos celulares, mas
como se dao os mecanismos associados a essa proteina e a doencas relacionadas a

problemas do processo epigenético (MELLOR, J.,2006).
2.3 SAMe G9a

O S-adenosilmetionina (SAM) é uma molécula natural produzida no corpo
humano por meio da reacdo envolvendo a adenosina trifosfato (ATP) e a metionina
através de uma enzima denominada de metionina adenosiltransferase (MAT) visualizada
na figura 3. O SAM tem como papel participar de inimeros processos de regulacéo tanto
metabdlicos, como de sintese e também da metiltransferase no qual acaba sendo a
principal doadora de grupamentos metil (JAYARAM et al.,2016; DUCE et al.,1998).

O ramo farmacéutico também conta producéo laboratorial por essa molécula
em razdo do interesse que surge a partir da possibilidade de tratamento utilizando
farmacos em doencas hepaticas, hepatoxicidade e até vesiculares (FRIEDEL et al.,1998).
Além disso ha disponibilidade dessa molécula em farmacos voltados para a medicina
veterinaria para tratamento de hepatopatia e até distarbios cognitivos em alguns casos de
animais (PAPICH, M. G.,2012).

O trabalho desempenhado pelo SAM é basicamente voltado a transferéncia
do grupo metil, contudo esse papel é o responsavel pela normalizagdo de atividades
enzimaticas desenvolvidas (FRIEDEL et al.,1998; PAPICH, M.G.,2012). Em caso de
alguma desordem afetando o processo metabdlico natural do SAM, o aparecimento de
doencas que atingem o figado se torna bem comum ja que é nesta regido que a molécula
é produzida (FRIEDEL et al.,1998).

A transferéncia do grupo metil é importante porque além da participacdo na
condensacdo de células eucariotas, como apresentado no caso das histonas, ha
contribuicdo também em processos de desintoxicacdo do excesso de produtos quimicos

que podem vim ocasionar doengas hepaticas (FRIEDEL et al.,1998).

22



Figura 3: Reacdo de obtencédo do SAM por meio da Adenosina Trifosfato (ATP) e
metionina catalisada pela Adenosina metiltransferase (MAT).
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Fonte (SUFRIN et al.,2009)

Contudo chega a ser bem comum a cooperacdo entre diversos sistemas
biol6gicos para que processos quimicos que ocorrem em nosso Corpo acontecam de
maneira correta. Entre essas relagdes podemos ver a do SAM-G9a o qual a cooperacao
entre eles ocorre de maneira que a G9a catalise a reacdo de forma a propiciar o processo
de metilagdo feito pelo SAM (CAO et al.,2019).

Podendo ser conhecida também como EHMT2(Eucromatica Histona
Metiltransferase 2), a G9a é uma proteina de importante papel no desenvolvimento de
varios processos bioldgicos os quais estdo diretamente ligados a regulacdo do DNA e sem
contar que sua participacdo nos processos de metilacdo na histona H3K9 é bastante
acentuada quando se trata de mono e dimetilacdo (CAO et al.,2019). Além disso ha
indicacdo do papel da G9a em relacdo ao HIV-1 pro viral sendo silenciado por um entdo
estado de laténcia celular (IMAI et al.,2010).

Estudos indicam o poder significativo da G9a como repressora da atividade
de crescimento de células cancerosas (WANG et al.,2017) sendo notado principalmente
em neoplasmas malignos afetando a bexiga, figados e até associados a préstata (CAO et
al.,2019). A cooperagdo da G9a em fungdo ao SAM e H3K9, como visto na figura 4,
permite a interagdo entre os dois sistemas a ponto de gerar uma estabilidade, ou seja, o
processo de metilacdo em relacdo a histona é processada pela fungéo catalitica expressa
pela G9a juntamente ao SAM (CAO et al.,2019; JAYARAM et al.,2016).
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Figura 4: Representagdo do processo de cooperacdo SAM-G9a em relacéo a lisina

9. As setas vermelhas fazem referéncia ao grupamento metil.

. SAH
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Fonte: Figura adaptada (CAO et al.,2019)

Fica nitido que notabilidade que coadjuvacdo entre 0 SAM e a G9a €
significativo para evitar problemas como hipometilagdo onde existindo algum mutante
que venha inibir a atividade catalitica da G9a propicie a ocorréncia da formacao de células
cancerigenas. Contudo € importante salientar que o poder de atuacdo da G9a proporciona
a metilacdo de H3K9 por todo codigo genético (FLESHER; FISCHER.,2021).

2.4 Simulacdo Computacional

Com o decorrer dos anos, a ciéncia foi necessitando cada vez mais de
ferramentas com o intuito de aumentar seu alcance em busca dos resultados almejados.
Quimicos tedricos limitavam-se ao uso de exemplares analiticos para estudarem
moléculas e suas formas estruturais e também como esses sistemas interagiam entre si
(HASE.,2013).

O surgimento da simulacdo computacional propiciou ainda mais
possibilidades de analises em diversas areas e quando refere-se a quimica, hd um imenso
leque de possibilidades de como pode ser aplicada (HASE.,2013). Basicamente o ponto
principal da simulacdo computacional é utilizar de técnicas computacionais e modelos
matematicos no intuito de analisar e encontrar solucdes tanto para problemas
microscopicos como macroscopicos (CAROBIN; NETO., 2003).

A quimica computacional consiste em utilizar de modelos matematicos
aplicados a softwares, seguindo parametros quimicos e abrangendo a mecanica quantica
para entdo obter respostas para diversos processos (CAROBIN; NETO., 2003). Por meio
dela é possivel analisar diversos sistemas, entre eles: nanoestruturas, nanoparticulas,

moléculas, proteinas e entre outros sistemas (CAROBIN; NETO., 2003).
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Um outro ponto envolvendo a quimica computacional é a sua confiabilidade.
Grupos de pesquisadores ja demonstraram essa confiabilidade por predizer determinadas
propriedades fisico-quimicas de um material, através dos célculos computacionais, antes
mesmo dele ser sintetizado (BLASE et al.,1994). Contudo é de fundamental importancia
definir o método adequado para a realizacé@o dos calculos, onde a escolha desse método é
importante para a precisdo da simulagdo (ATINKS et al.,2009).

Dentre essas técnicas podemos citar: AB initio, Hatree-Fock, Semiempiricos,
Teoria Funcional da Densidade (DFT) e a Dinamica Molecular. Neste trabalho utiliza-se
da dindmica molecular para investigacdo do mecanismo catalitico da enzima lisina
metiltransferase G9a. Estudar DM significa tragar estratégias de analises que variam de
acordo com a necessidade do pesquisador, podendo ir de desde andlises do
comportamento de trajetdria dos sistemas até verificacdo de energia desses sistemas com
a realizacdo da simulacdo (VERLI, H.,2014). Essa técnica baseia-se na analise do
movimento dos sistemas em relagcdo ao tempo, ou seja, 0 movimento dindmico pelo tempo
garante que a simulacdo seja ideal para investigacdo de sistemas bioldgicos (VERLI,
H.,2014). O movimento molecular de cada sistema durante a realizacdo da dinamica é
descrito pelo campo de forca do qual utiliza de equacGes matematicas para descrever
alguns detalhes como comprimento de ligagdes e o comportamento dos angulos no
decorrer da dindmica (VERLI, H.,2014).

A utilizacdo do campo de forca é fator importante na realizacdo da simulacéo
por DM pelo fato de que como os sistemas estudados ndo permanecem estaticos sempre
havera uma movimentagcdo molecular de todo o sistema. Levando em conta as ligacGes
entre os atomos presentes para a formacgdo de moléculas e essas moléculas interagindo
com outras durante a simulacdo, forcas intermoleculares estardo presentes e 0 campo de
forca ird descrever essa condicdo (VERLI, H.,2014).

Realizar dindmica molecular inclui levar alguns fatores em consideragéo
antes do inicio da simulacédo até porque alguns sistemas levam conglomerados de atomos
como na figura 5. Como o interesse € proporcionar simula¢fes analogas a sistemas
bioldgicos ou experimentais, é preciso levar em consideracdo a relagdo soluto-solvente
do complexo (VERLI, H.,2014). Utiliza-se de uma caixa geométrica contendo solvente,
na maioria dos casos é agua, no qual ela segue as condicdes periddicas de contorno, ou
seja, a caixa sera reproduzida em todas as dimensdes possiveis para evitar que exista
interacdo do complexo estudado com sua propria imagem devido a constante

movimentacdo durante a DM (VERLI, H.,2014). Os tipos de caixa que podem ser
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utilizadas variam em relacdo ao seu formato geométrico onde geralmente sdo mais
utilizadas as cubicas e octaédricas (VERLI, H.,2014; NAMBA et al.,2008).

Figura 5: Modelo proteico usado em dindmica molecular. DNA polimerase
lambda(cod-5iij).

Fonte: (BURAK et al.,2016)

Um outro ponto importante no processo de dindmica molecular é a
minimizacdo de energia. Como a interagdo entre o soluto e o solvente acaba sendo fator
natural da DM é necessario que exista uma concomitancia entre ambos para evitar
qualquer elevacdo significativa de energia oriunda naquele sistema (VERLI, H.,2014;
NAMBA et al.,2008). Uma conformacdo equivocada presente no complexo estudado
pode ocasionar um aumento significativo de energia e por consequéncia romper a
simulacgéo envolvendo os sistemas de interesse (VERLI, H.,2014; NAMBA et al.,2008).
Diante dessa situacdo é importante a realizacdo da otimizacao do sistema com o intuito
de encontrar a melhor formacdo das estruturas para entdo chegar a um minimo de energia
e por consequéncia a forma mais estavel dos objetos de estudo (NAMBA et al.,2008).

O comportamento do movimento dindmico dessas estruturas progride com o
decorrer do tempo. Manter as estruturas equilibradas torna-se importante para que o
pesquisador tenha controle do seu objeto de estudo e ndo se defronte com movimentos
que fujam o interesse da pesquisa (VERLI, H.,2014). Por conta disso o tempo de

simulacdo deve ser proporcional ao tipo de material que esta sendo trabalhado, ou seja,
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um complexo de proteinas dependendo do seu tamanho néo pode ser avaliado com um
tempo de simulacdo considerado curto, entretanto ndo s6 basta determinar o tempo de
simulacdo em relacdo ao sistema (SANT, C. M. R.,2009; VERLI, H.,2014). O custo
computacional € algo que deve ser levado em consideracdo ja que em alguns casos,
dependendo o acervo computacional, dindmicas extremamente longas se tornam inviaveis
de serem executadas. Portanto materiais que cuja amostragem é bem expressiva acaba
por exigir a utilizagdo dos chamados clusters (VERLI, H.,2014; NAMBA et al.,2008).

O ponto inicial de uma dinamica molecular envolve a utilizacdo da proteina
obtida por meio de um banco de dados recheado de estruturas alcancadas por diferentes
métodos cientificos: RMN, difracdo de raio X e procedimentos cristalogréaficos
(BERMAN et al.,2000). Determinada a estrutura inicial € importante definir os
parametros os quais esse complexo sera inserido, sendo a pressao e o volume fatores
presentes no periodo de equilibracdo (VERLI, H.,2014).

Fazer uso da DM ¢é poder contar com uma ferramenta importantissima para o
estudo sistemas proteicos, desenvolvimento de farmacos e até mesmo a investigagdo de
outras biomoléculas (VERLI, H.,2014). Contudo algumas de suas limitacGes fazem com
que a dinamica molecular possa vir a ser utilizada com métodos hibridos: o chamado
QM/MM (quantum mechanics/molecular mechanics) (VERLI, H.,2014).

Por conta disso a qualidade dos resultados s6 vem crescendo no decorrer dos
anos. Tudo isso em decorréncia da evolucdo de programas de computadores utilizados
para DM e na sofisticacdo das maquinas que desenvolvem esse calculo. Sendo assim a
dindmica molecular acaba sendo um modelo confiavel para a execucdo de grandes
conjuntos atbmicos que necessitam representar o comportamento bioldgico e de alto valor

no auxilio de experimentos envolvendo esses tipos de sistemas (VERLI, H.,2014).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Estudar a reagédo da enzima lisina metil transferase G9a usando um tratamento

de Dindmica Molecular e célculos de energia livre de ligacéo.
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3.2 Objetivos Especificos

— Determinar a energia de interacdo entre os residuos de aminoacidos e do grupo
peptidicos selecionados;

— Verificar o comportamento das histonas mutantes em relacdo ao SAM

— Realizar célculos de energia livre;

— Comparar energia livre de ativacdo calculada com dados experimentais;

— Estudar mutagdes na enzima histona humana H3 para verificar a importancia de
cada residuo na interacdo enzima-substrato.

— Determinar a origem dos mecanismos de inibicdo enzimatico (espacial ou

eletrostatico) das metiltransferase estudada.

4. METODOLOGIA
4.1 Modelo Molecular

As simulagdes de Dinamica Molecular (MD) foram realizadas no software
AMBER com tempo de simulagdo de 150ns. A estrutura utilizada como ponto de partida
para a montagem dos sistemas utilizados foram obtidas do Protein Data Bank (PDB)
(BERMAN et al.,2000). Os dados que resultam nessas estruturas obtidas por RMN e
cristalografia de raio X demonstram o alto nivel de confiabilidade dos modelos
moleculares apresentados (PINTO et al.,2020).

Foram cinco sistemas analisados de complexos da enzima G9a-H3 sendo eles
a H3 nativa H3K9 e mutacdes da H3K9 (H3K9A, H3K9M, H3K9l, H3K9NIe) todos em
complexos com o coligante SAM. Os campos de forca de todos os atomos
CHARMM32m e CHARMM General Force Field (CGenFF) serviram como fonte de
parametrizacdo (PHILLIPS et al.,2004). As cargas de proteina foram calculadas em
Gaussian 09 usando o método Hartree-Fock com base 6-31G. A solvatacdo se deu com
um modelo explicito TIP3P em uma caixa de dgua octaédrica truncada.

Um valor de corte de 10,0 A foi usado como distancia entre a parede celular
e 0s atomos solvatados do sistema. Para neutralizar as cargas do sistema foram
adicionados contra-ions eletricamente neutros. Moléculas de agua, hidrogénios, ions e
toda a estrutura da proteina foram minimizados por cinco etapas de minimizagéo usando
a descida mais acentuada e gradiente conjugado com relaxamento progressivo das

restricoes.
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Em seguida, todo o sistema foi aquecido através de 14 etapas de aquecimento.
A 12 etapa de aquecimento foi realizada a volume constante durante 5 ps (0 a 5K), depois
da 22 etapa até a 72 etapa, utilizamos 50 ps para elevar a temperatura gradualmente de 5 a
300K. Por fim, a partir da 72 etapa de aquecimento, a temperatura atinge 300 K, sendo
mantida na 142 Realizamos 2 ns de simulacdo MD para equilibrar a densidade do sistema
a pressao constante (1 bar) mantendo a temperatura em 300K.

Todas as ligacbes de hidrogénio foram mantidas em suas distancias de
equilibrio pré-definidas durante a minimizacdo com o algoritmo Shake para estabelecer
o0 equilibrio do sistema. Para verificar visualmente as estruturas estudadas foi usado o
programa VMD (HSIN et al.,2008).

4.2 Root Mean Square Deviation (RMSD)
Amplamente utilizado no estudo de sistemas biol6gicos, o Root Mean Square
Deviation ou abreviadamente RMSD garante a possibilidade da verificacdo do
comportamento de uma proteina do inicio ao fim da dinamica molecular (AIER et
al.,2016).

O célculo via RMSD ¢ descrito computacionalmente através da equacao 1:

1,
RMSD = NZ‘S" M
i=1

no qual leva-se em consideracao a distancia (6 i) entre o &tomo (i) e um arranjo
de referéncia da posicdo de N atomos correspondentes, geralmente da cadeia lateral da

estrutura.

O RMSD permite a observacdo do comportamento de sistemas
macromoleculares durante todo tempo de simulacéo. Os resultados vistos no RMSD sao
expressos por uma coordenada X remetente ao tempo de simulagdo e uma coordenada Y

em jus a curva de RMSD como pode ser visto na figura 6.
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Figura 6: Curva de RMSD em relacédo a tempo de 200ns de dinamica molecular.
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Fonte: (GUAN et al.,2017)

Curvas mais acentuadas no RMSD fazem referéncias as modificagdes
sofridas pela proteina ao longo do tempo de dindmica molecular no intuito de alcancar a

melhor conformacao e consequentemente atingir a estabilidade.

4.3 Energia por MM/PBSA e MM/GBSA
Célculos de energia foram realizados como um dos objetivos a comparacao
com os valores experimentais fornecidos na literatura (JAYARAM,2016) além de

observar a estabilidade desses sistemas por meio desses resultados.

Realizar célculos de energia para ligantes e macromoléculas biologicas € um
dos artificios da dindmica molecular. Utilizar o método de MM/PBSA e MM/GBSA é
uma forma de aferir valores de energia livre de ligacdo para sistemas proteicos compostos
por uma grande quantidade de atomos (GENHEDEN; RYDE.,2015).
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Em MM/PBSA os valores de energia livre sdo calculados pela soma dos
termos conformacionais de mecénica molecular (MM), contribuigdes polares e apolares
para a energia livre de solvatacdo juntamente a temperatura absoluta (T) do sistema e a

entropia (S) relacionada como visto na equacao 2.
G = Ebnd + Eel + EVDW + Gpol + an —TS (2)

Onde os termos conformacionais (E) sdo de ligagdo, eletrostaticos e de Van
der Walls, as contribuigdes polares e apolares (Gpol € Gnp), Sendo as contribuigdes polares

podendo serem abordadas via MM/GBSA, da energia livre de solvatacao.

Levando em consideracdo a utilizacdo da estrutura inicial o método de
MM/PBSA torna-se de grande valia para conformacdo de calculos de ligacdo onde
economizara esforco computacional (GENHEDEN; RYDE.,2015). Além disso método
de MM/PBSA e MM/GBSA que se encontram disponiveis no pacote Amber. As duas
vias do célculo por Poison-Boltzman e Generalized Born Surface permitem grande
praticidade por seu poder de reprodutibilidade e além de apresentar correcdes que
possibilitem trabalhar com simulacGes independentes do seu tempo (GENHEDEN;
RYDE.,2015).

4.4 Inibidores

Investigar a capacidade de inibicdo de algumas substancias é importante para
determinacdo do poder de bloqueio de suas atividades enzimaticas no meio reacional. A
histona 3 lisina 9 (H3K9) tem mutacdes responsaveis por complicacbes no poder
catalitico da G9a, tendo em vista isso 4 mutantes relacionados ao sistema nativo (H3K9)

foram utilizados.

A verificacdo do desempenho de cada um dos mutantes da lisina 9 (K9) é um
ponto deste trabalho. A partir do momento em que alguma dessas mutac6es tem o melhor
desempenho durante a reagdo quimica envolvendo o SAM e a G9a h& contratempos na
metilacdo e por conseguinte ocasionando anomalias que podem vir gerar neoplasmas

malignos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Modelos analisados
Para este trabalho foi utilizado a estrutura 5TTF (codigo PDB) obtida do
Protein Data Bank como ponto inicial, figura 6, para o preparo dos sistemas mutantes
que foram utilizados no decorrer deste trabalho.
Figura 7: Modelo proteico para o preparo dos sistemas utilizados durante din@mica
molecular. Em laranja o peptideo, em verde o SAM e em azul o sobrepujante da

proteina.

Fonte: (proprio autor.,2023)

Para a analise das mutacdes da histona H3K9 todas as modifica¢des foram
feitas a partir da mudanca na cadeia lateral com base na estrutura nativa. No total foram
5 modelos investigados os quais um deles € o sistema nativo (H3K9) e os outros quatro
sdo mutacOes que essa lisina sofreu na posigdo 9 por conta do mecanismo reacional
estudado. Na tabela 1 estdo listados os peptideos estudados e as mutacBes 0s quais
sofreram.

Tabela 1. Sistemas estudados e mutac6es na posic¢ao 9.

Peptideos Mutacdes
H3K9 nativo
H3KOI K-1

H3K9M K-M
H3K9A K-A
H3K9NIle K —Nle

Fonte: (Préprio autor.,2023)
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Esses objetos de estudo s@o importantes para a verificacdo da possibilidade
de acdo inibitdria desses mutantes em relacéo a enzima G9a. Na figura 8 é possivel ver a
imagem da estrutura tridimensional desses sistemas mencionados na tabela 1.
Figura 8: Estruturas dos sistemas estudados: H3K9, H3K9l, H3K9M, H3K9A e
H3K9NIe em (a), (b), (c), (d), (e) respectivamente.

B »~

Fonte: (Proprio autor.,2023)

Sendo assim, por meio das estruturas apresentadas, este trabalho contempla a
determinacéo de energia resultante da interacdo do mecanismo da G9a, a distancia entre

0s sistemas que interagem e a curva de RMSD.

Como mencionado antes, em portugués conhecido como Desvio Quadratico
Médio, o RMSD trata da analise do comportamento estrutural do sistema estudado em
relacdo a trajetdria da dinamica (MAIOROV; CRIPPEN.,1994). O RMSD permite com
que o usuario analise o comportamento do sistema e verifique a sua estabilidade de acordo
com o tempo de dinamica executado (COHEN; STERBERG.,1980).

Foi realizado o alinhamento do PDB base, figura 7, e os mutantes citados

anteriormente a partir da estrutura nativa.
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5.2 Dinamica Molecular

A realizacdo da dindmica molecular permitiu a obtencdo de dados que sao
interpretados em distancia entre os sistemas de interesse, lisina e S-adenosilmetionina, e

andlise de trajetoria por meio do RMSD e distancias.

E importante ressaltar que a interacdo lisina-SAM é crucial para a atividade
bioldgica da enzima que adiciona grupos metil & histona H3 na posi¢do K9, e a alteracdo
da lisina para outros aminodacidos pode afetar essa interagdo. A Tabela 2 mostra os valores
de distancias médias entre a Lisina (K9) e 0 SAM, obtidas a partir de dinamica molecular,
para cinco sistemas diferentes: H3K9 (nativo), H3K9M, H3K9I, H3K9NIle e H3K9A. As
medidas foram tiradas do atomo mais pesado da cadeia lateral do peptideo até o grupo
metil ligado ao enxofre do SAM como resultado de uma DM com tempo de duragédo de

150 ns para todos os sistemas.

Tabela 2. Distancias médias resultante de 150ns de dindmica molecular da interacéo
lisina-SAM.
Estruturas H3K9  H3K9M H3K3I H3K9NIe H3K9A
Distancia 3,36+0,33 3,53+0,07 4,13+0,34  3,97+0,35 6,42+0,64
Média (A)
Fonte: (proprio autor.,2023)

E possivel observar que as mutagdes na lisina afetaram significativamente a
interacdo com o0 SAM e, consequentemente, devem impactar na atividade biologica da
enzima. Destaca-se a mutacdo H3K9M, a qual resultou em uma distancia média menor
entre a lisina e 0 SAM e também um desvio padrdo menor em compara¢gdo com 0s outros
mutantes, indicando uma interacdo mais proxima e mais estavel entre esses dois grupos.
Esse resultado é consistente com resultados experimentais (Tabela 3), que mostram um
valor de 1C50 mais baixo para o peptideo H3K9M, indicando uma maior afinidade entre

esse peptideo e a enzima.

De maneira similar, a mutacdo H3K9NIle resultou no valor menor distancia
média entre a lisina e 0 SAM se comparando com H3K9l e H3K9A, porém valor de
desvio padrao superior contrastando com o H3K9l indicando uma menor interacdo entre
enzima e peptideo. Isso é consistente com a Tabela 3, que mostra valores de 1C50 mais
baixos para esse peptideo, indicando uma maior afinidade entre esses peptideos e a

enzima e uma distancia razoével favoravel a captacdo de SAM na interag&o.
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A mutacdo H3K9I resultou em uma distancia média maior entre a lisina e 0
SAM em comparacdo com a lisina nativa, indicando uma interacdo razoavel entre esses
dois grupos. Esse resultado é consistente com resultados experimentais, que mostram
valores de IC50 muito altos ou que ndo impactaram nas concentracdes de produto do
meio, principalmente para o peptideo H3K9A, indicando uma baixa afinidade entre esse
peptideo tanto pela enzima quanto pelo SAM. Na figura 14 é possivel ver a interacdo

entre esses quatro mutantes e o cofator enziméatico SAM, onde € nitida a fraca interagdo

entre 0 H3K9A e 0 SAM, como exposto na tabela 2.

A Figura 9 mostra os graficos de distancia dos mutantes H3K9A e H3K9NIe

e 0 comportamento dos mesmos durante todo o tempo de dindmica molecular.

Figura 9: Grafico com comportamento de distancia do H3K9A e H3K9NIe durante

0s 150nanossegundos de dindmica molecular.
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Fonte: (proprio autor.,2023)
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Os gréaficos acima transparecem as informacoes dispostas na tabela 2. O valor
baixo de desvio padrdo do mutante H3K9NIe vai de acordo com o que é mostrado no
gréafico. Percebe-se que o maior ponto de distancia que a interacdo entre 0 SAM e 0
peptideo alcancou foi superior a 5,5A em torno de 75ns de simulagdo computacional. O
H3K9A, como mencionado anteriormente, apresentou o maior valor de distancia méedia
do sitio reativo entre os objetos estudados no qual o maior valor de distancia foi superior
a 10A por volta de 87,5ns de dinamica molecular, indicando uma baixa estabilidade do
complexo e saida do sitio. Esses valores e analises mostram uma baixa estabilidade entre

certas mutacdes e 0 SAM ao ponto de levar a uma interagdo temporaria.

A figura 10 j& apresenta os graficos referentes aos dois sistemas que

apresentaram os valores de distancias que mais se destacaram entre os mutantes avaliados.

Figura 10: Gréaficos com comportamento das distancias dos mutantes H3K9M e

H3KO9l, respectivamente, durantes os 150ns de dindmica molecular.
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Fonte: (proprio autor.,2023)
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E evidente a uniformidade do mutante H3K9M durante todo o tempo de
dindmica molecular. O resultado exposto no gréfico reflete a confiabilidade mostrada na
tabela 2 onde o sistema ndo sofreu nenhum salto discrepante nas distancias medidas
durante os 150ns de dindmica molecular. Sendo assim, previamente por meio dessas

analises, o mutante K9M apresentou a melhor estabilidade até aqui.

O mutante H3K9I ja apresentou comportamento com baixa variagdo em
alguns pontos do tempo de dindmica molecular. Os intervalos os quais surgiram picos
elevados reflete que o sistema procurou alcancar a melhor conformacéo possivel para
atingir estabilidade. Sendo assim os valores apresentados na tabela 2 e os gréaficos acima
confirmam o destaque que tanto o H3K9M e H3KO9I obtiveram durante os 150ns de

simulacdo.

Para observar o comportamento de todo sistema durante a trajetoria de
dindmica molecular, foram gerados graficos de RMSD. Sendo uma 6tima ferramenta para
estudos envolvendo proteinas, 0o RMSD permite ver de fato como o sistema se comportou
com o intuito de alcancar sua melhor conformacédo e consequentemente sua forma mais
estavel (CARUGO, Oliviero.,2003).

Basicamente cada um dos cinco sistemas utilizados nesse trabalho pode ser
analisado em 4 componentes: G9a, a histona (peptideo), 0 SAM e o0 complexo do sistema
que envolve os 3 componentes anteriores, porém sem contar com a caixa d’agua usada na
dindmica molecular. A ideia de verificar o Root Mean Square Deviation de cada
componente é saber como foi desempenho deles durante a simulagdo. Na figura 11 e 12
podemos ver 0 RMSD dessas partes e verificar como foi 0 comportamento durante 0s
150ns de DM. A figura 11 faz a comparacdo do RMSD do complexo (a) com a G9a (b).
Nesse RMSD é possivel observar a influéncia da grande participacao da proteina G9a nos
resultados do complexo. Dada anteriormente as caracteristicas e notoriedade dessa
proteina no que consiste o processo de metiltransferase e 0 complexo como o sistema de
interacdo por completo (G9a, histona e SAM) € comum o resultado paralelo expresso nos
RMSDs.
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Figura 11: Paralelo entre RMSDs do complexo (a) e da G9a (b) durante a dinamica

molecular
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A figura 12 j& mostra simultaneamente os RMSDs tanto da histona(a) como
do SAM (b) de cada um dos sistemas. Analisando as histonas (a), 0 RMSD em preto,
representando o H3K9M, € nitidamente o que mais chama atencdo por conta de sua
caracteristica. A uniformidade desse sistema € decorrente da alta estabilidade que
apresentou do qual a movimentacdo molecular ocorreu entre 0 e 0,5A. O H3K9I ¢é o
segundo sistema com maior destaque, seguindo as analises anteriores, mantendo um certo
padrdo em boa parte da dindmica molecular onde por volta de 112,5ns de trajetéria o
mesmo saiu acentuadamente do padrdo que vinha seguindo. O H3K9NIle e H3K9A
apresentaram comportamento de pouca estabilidade.
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Figura 12: Paralelo entre os RMSDs das histonas mutantes (a) e do cofator SAM (b)
presente em cada um dos processos de metiltransferase envolvendo esses mutantes

RMSD(A)

et ' e H3IKOM
Tetﬁpo (ns) e H3IK9I
} 1 . 1 v | ' 1 v T T 1 J essss H3KO9Nle
|
1

—

* —. : . J
0 125 150

e H3KO9A

RMSD(A)

P e e e e s e e e e o

'l'em?f)o (ns) o s o

Fonte: (proprio autor.,2023)

Alguns dos resultados apresentados coincidem com o esperado onde 0 SAM
e a G9A de cada sistema apresentaram desempenhos associados ao complexo, as histonas
mutantes tiveram seu comportamento diferente como ja esperado por conta da variacao
de atomos de uma histona para a outra. Como dito anteriormente o complexo é a soma da
G9A, SAM e da histona, por conseguinte o grafico ird expressar de forma unida o
desempenho dos componentes da H3K9M, H3K9I, H3K9A e H3K9Nle.

Ja na figura 13 é possivel ver o RMSD dos dois mutantes que foram vistos

como 0s mais promissores diante das primeiras analises.
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Figura 13: RMSD do sistema H3K9M (a) e H3K9l (b) durante dinamica molecular
de 150ns
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Comparando ambos os graficos podemos ver a diferenca significativa entre
o0s dois mutantes. O mutante H3K9M (a) ja demonstrou melhor comportamento durante
toda a dindmica molecular. O sistema apresentou grande estabilidade durante todo tempo
de dindmica mostrando estado constante do inicio ao fim dos 150ns de simulacéo, além
disso é de destaque a pouca variacdo no movimento dinamico sendo no minimo 0,05
angstrons até 0,25 angstrons. A histona, em verde, ficou bem uniforme o tempo todo tanto
como a G9a (vermelho) e como 0 SAM (azul). Sendo assim é possivel ver que o complexo
desse modelo ficou bem estabilizado e tal avaliacdo esta mais que em concordancia com

as andlises feitas anteriormente.

O mutante H3K9I apresentou estdgios de variagdo em alguns pontos de
dindmica molecular. De 0 a 100ns o peptideo (verde) pouco variou apresentando um pico
elevado entre 100ns a 125ns, em contrapartida 0 SAM (azul) mostrou comportamento

esperado durante toda simulacdo. Analisando a trajetoria do complexo (preto) é
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perceptivel que do inicio até 80ns e de 100ns até 125ns, respectivamente, a DM mostrou-
se constante. As variagOes apresentando altos picos sdo decorrentes da busca do sistema
em encontrar o melhor ajuste conformacional durante o tempo de dindmica molecular.
Levando em consideracdo os intervalos de tempo citados acima é possivel ver que o
RMSD variou o tempo todo, se comparado com o H3K9M, chegando ao seu ponto
maximo um RMSD de 9 A. Verificado o comportamento das distancias e o
comportamento da trajetoria destes sistemas (RMSD), foram realizados célculos de
energia por meio de MM/PBSA e MM/GBSA para entdo finalizar a verificagdo quanto

qual mutante é o mais estavel e assim tirar as conclusdes a respeito dele.

5.3 Calculo de energia
Usar célculos de energia no estudo de simula¢do computacional ¢ um dos
pontos mais importantes da investigacao pela possibilidade da leitura de como os sistemas
estdo na sua melhor conformacao para obter a menor energia possivel (VERLI, H.,2014).
Estudos experimentais também utilizam dos valores de energia para a determinacéo da
estabilidade dos objetos de estudo. De acordo com Hariharan Jayaram (JAYARAM,
Hariham.,2016) e seus colaboradores é possivel determinar o poder catalitico desses
sistemas por meio dos valores de energia experimental. A tabela 3 mostra os valores
experimentais de energia dos diferentes mutantes da proteina histona H3 decorrentes da
pesquisa do JAYARAM, onde o0s sistemas em destaques com menor energia, além do

nativo, sdo o H3K9l e H3K9M.

Tabela 3. Tabela com resumo dos valores de 1C50 e AGexp determinados para 0s

peptideos da lisina.

Peptideos I1Cso(LM) Referéncia
H3K9 13,0+ 3 (JAYARAM.,2016)
H3KO9I 9,3+0,8

H3K9M 2,3+0,2

H3K9Nle 0,54 £ 0,04

FONTE: (JAYARAM.,2016).

Para a realizacdo dos céalculos de energia foi utilizado do método de
MM/PBSA e MM/GBSA onde sua utilizacdo permite que os resultados sejam

reprodutiveis e confiaveis. Os célculos para a obtencdo dos valores de energia foram
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feitos para o sistema nativo e 0s 4 mutantes analisados nesse trabalho e podem ser vistos
na tabela 4.
Tabela 4. Tabela com valores de energia calculados computacionalmente (AGcp) €

de Desvio Padréo.

Peptideos AGcp(kcal.mol?)
H3K9 -95,06 + 14,17

H3K9Nle -105,43 + 18,88
H3KOl -76,51 £ 13,44
H3K9M -66,17 £ 2,76
H3K9A -30,02 £ 11,42

Fonte: (proprio autor.,2023).

Considerando os valores obtidos experimentalmente para o IC50 (Tabela 3),
podemos observar que as mutacdes H3K9I, H3K9OM e H3K9NIle apresentaram uma
reducdo significativa na 1C50 em relacdo ao peptideo nativo H3K9, indicando um

aumento na afinidade pelo receptor.

Ao compararmos com os resultados tedricos calculados com MM-PBSA,
observamos que a mutacdo H3K9A apresentou um valor menos negativo em relacao aos
outros peptideos, -30,02 kcal.mol?, indicando uma menor afinidade pelo receptor. Ja as
mutacBes H3K91 e H3K9M apresentaram valores mais negativos em relacao ao peptideo
nativo H3K9, indicando um aumento na afinidade pelo receptor, com valores de energia
de -76,51 e -66,17 kcal.mol™, respectivamente, o que esta em acordo com o aspecto de
afinidade do receptor com os resultados experimentais (Tabela 3). Contudo mesmo
apresentando valor de energia de -105,43 kcal.mol™, o valor de desvio padrdo (+ 18,88)
do H3K9NIe é bastante alto colocando de forma excludente a sua afinidade com o

receptor.

A figura 14 apresenta as interacdes entre os peptideos mutantes e o cofator
enzimatico SAM. E nitida a coeréncia entre os resultados expostos anteriormente com as
interacdes apresentadas na figura 14 no qual o sistema H3K9A em todos os pontos de
analise mostrou-se como 0 mutante mais apético a interacdo com o cofator enzimatico.
Em destaque o0 H3K9M que por meio das informacgdes dispostas da tabela 2, curva de
RMSD e calculo de energia por MM-PBSA junto ao acréscimo do valor de desvio padrao

constatou ao lado do H3K9I como sistemas de maior afinidade na interagéo histona-SAM.

42



Figura 14: Sitio de interacdo peptideo-SAM: H3K9M-SAM (a), H3K9I-SAM(b),
H3K9A-SAM(c) e H3K9NIe(d). Em cinza cada um dos mutantes investigados e o
SAM em predominéncia verde.

Fonte: (proprio autor.,2023)

Desta forma, os resultados experimentais de IC50 apresentam uma boa
correlacdo com os resultados teoricos calculados com MM-PBSA, sugerindo que essa

metodologia pode ser Util para predizer a afinidade de peptideos por receptores.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos por meio de simulagdes de dindmica molecular,
foi possivel determinar que os mutantes H3K9l e H3K9M apresentaram maior
estabilidade em relacdo aos demais peptideos estudados. Esses resultados foram
corroborados pelos célculos de energia realizados com os métodos MM/PBSA, que
também indicaram que os mutantes mencionados apresentaram melhores caracteristicas
como inibidores da atividade bioldgica da G9a. Ao analisar os resultados experimentais
publicados por outros pesquisadores, verificamos que os valores tedricos obtidos em

nosso estudo seguem uma tendéncia similar, reforcando a validade dos nossos resultados.

Com base nesses resultados, podemos concluir que o mutante H3K9M, que
apresentou a melhor performance geral, é a lisina 9 com mutacdo de metionina mais
promissora como inibidor da G9a. No entanto, 0 mutante H3K9l também apresentou
destaque na inibicdo da atividade bioldgica da G9a. Vale ressaltar que este estudo ainda
estd em andamento e que esperamos refinar ainda mais os resultados. De qualquer forma,

os resultados obtidos até 0 momento sdo bastante animadores e satisfatorios.

As simulagbes computacionais realizadas permitiram verificar o comportamento
reacional da enzima metiltransferase G9a ligado a H3K9 e seus mutantes no processo de,
permitindo determinar qual dos sistemas utilizados apresentou maior estabilidade.
Portanto, este trabalho pode contribuir para a compreensao dos mecanismos moleculares

e para o desenvolvimento de terapias mais eficazes no tratamento de doengas humanas.
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