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RESUMO

O cancer é um dos principais alvos na pesquisa académica e seu entendimento esta
relacionado a regulacéo genica através da metilacdo das histonas. A proteina G9a é
a responsavel pela metilagdo da Lisina 9 da histona 3 (H3K9), a qual pode realizar
uma ou duas metilacdes neste residuo especifico. Desta forma, foi utilizado técnicas
computacionais para descrever esta reacao através de simulacdo QM/MM usando as
técnicas de SEP, PMF no programa Dynamo e o mecanismo no programa AMBER
com os métodos AM1, AM1D, PM3, PM6 e RM1 determinando o melhor método e os
parametros para descrever a reagdo. Os resultados mostram que a reacao para a
desprotonacdo da Lisina 9 apresentou melhores valores no programa Amberl8,
ficando proximo do esperado através de uma transferéncia direta da Lisina 9 para a
Tirosina 1154 com o método RM1 e barreira de energia de 27,15 kJ/mol. A
transferéncia do grupo metil da molécula de SAM para a Lisina 9 mostrou que o
método PM6 utilizando a técnica de PMF do programa Dynamo apresentou uma
barreira de energia de 72,80 kJ/mol o qual € proximo ao obtido através dos dados

experimentais.

Palavras-Chave: QM/MM, Histonas, Mecanismo, metilacao



ABSTRACT

Cancer is one of the main targets in academic research and its understanding is related
to gene regulation through histone methylation. G9a protein is responsible for the
methylation of histone 3 Lysine 9 (H3K9), which can perform one or two methylations
on this specific residue. Thus, computational techniques were used to describe this
reaction through QM/MM simulation using the techniques of SEP, PMF in the Dynamo
program and the mechanism in the AMBER program with the methods AM1, AM1D,
PM3, PM6 and RM1 determining the best method. the parameters to describe the
reaction. The results show that the reaction for deprotonation of Lysine 9 showed better
values in the Amberl18 program, being close to expected through a direct transfer of
Lysine 9 to Tyrosine 1154 with the RM1 method and energy barrier of 27.15 kJ/mol.
The transfer of the methyl group from the SAM molecule to Lysine 9 showed that the
PM6 method using the Dynamo PMF technique had an energy barrier of 72.80 kJ/mol

which is close to that obtained by the experimental data.

Keywords: QM/MM, Histones, Mechanism, methylation
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1 INTRODUCAO

O cancer € um dos principais alvos de estudos a nivel mundial devido a sua
grande relevancia econémica e social visto que este é o segundo maior causador de
mortes no mundo, com aproximadamente 9,6 milhdes de mortes em 2018 causando

um custo estimado em mais de 1,16 trilhdes de ddlares anuais (WHO, 2018a).

Os estudos sobre o surgimento e tratamento desta doenca vem sendo feitos
em diversas vias de sinalizacao e fatores que podem levar ao surgimento do cancer,
entra elas temos a metilagcdo do DNA e as modificacdes das histonas que apresentam
um papel na expressdo dos genes e erros nestas modificagbes sao relatadas em
diversos tipos de cancer (LI et al., 2016). Neste contexto, as histonas sdo proteinas
gue compdem o nucleo do nucleossoma que € formada por duas espirais de DNA e 4
pares de proteinas histonas, que sdo as histonas H2A, H2B, H3 e H4 (REECE;
CAMPBELL, 2002).

As histonas podem sofrer diversos tipos de modificacbes covalentes que
podem ser a metilagdo, a acetilacdo, a ubiquitilacdo, a sumoilacdo e a fosforilacao
(KOUZARIDES, 2007). Diversas familias de proteinas sdo responsaveis por estas
modificacdes, e entre elas temos a Lisina metiltransferases (PKMT) que atuam na
metilacdo de residuos de Lisinas nas histonas e estas podem catalisar a transferéncia

de até trés grupos metilas para residuos de Lisina (COUTURE et al., 2008).

Dentro da familia de proteinas PKMT temos a G9a que € responsavel pela
metilacdo da Lisina 9 na histona H3 sendo também nomeada de metiltransferase
H3K9. Esta proteina é diretamente responsavel pelo silenciamento de genes
envolvidos na fase embrionaria, sendo relatado em diversos tipos de cancer, atraves

da manutencao da via de biossintese da serina-glicina (LI et al., 2016).

Esta metilacdo se da através de duas reacdes principais, a primeira € a
transferéncia de um atomo de Hidrogénio do residuo de Lisina (LY S9) para um residuo
de Tirosina (TYR1154), esta reacao apresenta a possibilidade de ocorrer usando uma
molécula de agua, que pode servir como uma ponte para a transferéncia do
hidrogénio. A reacdo subsequentemente é a transferéncia do grupo metil de uma

molécula de S-adenosilmetionina (SAM) para a Lisina 9 da histona.
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Assim, neste trabalho utilizamos as abordagens QM/MM com o0s programas
Amberl8 e pDynamo, além de diferentes técnicas e métodos semi-empiricos para
descrever as possiveis reacdes da transferéncia do hidrogénio (onde 3 possibilidades
foram analisadas) envolvendo ou ndo a agua presente no sitio ativo da proteina e a
transferéncia do grupo metil do SAM para a LYS9. Os resultados obtidos com estas
metodologias foram comparados com o experimental para descrever qual os melhores

parametros utilizados para descrever ambas as reagoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar o mecanismo de reacdo da enzima Lisina metiltransferases (PKMT)
usando métodos QM/MM

2.2 Especifico

Encontrar as estruturas principais que permitam a compreensao do mecanismo

catalitico da proteina em estudo;
Determinar as caracteristicas do mecanismo de reacéo;
Determinar barreira de energia da reacao;

Comparar e analisar a energia livre de ativacdo calculada com dados

experimentais.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Aspectos do Cancer

O material genético (DNA, do inglés desoxyribonucleic acid ou ADN, do
portugués acido desoxirribonucleico) presente nas células é sensivel ao dano de
diversos agentes, tanto exdégenos (como a radiacdo) quanto enddgenos (como 0s
danos provocados pelo estresse oxidativo ou mesmo pelos erros na replicagao). Para
cada dano que o DNA sofre € necesséria uma resposta especifica de recuperacao,
sendo necesséria a identificacdo do dano, a ativacdo dos pontos de checagem do
ciclo celular e o reparo das lesdes ou inducdo da apoptose. Estes danos ao DNA
podem levar a quebras nas fitas simples, ou seja, em apenas uma das fitas que
compdem o material genético ou na fita dupla o qual causa um dano total a fita de
DNA e consequentemente ao material genético, evasdo do reparo, resposta
mutagénica, alteracdo da expressdo de multiplos genes, transformacao celular e
ativacdo da carcinogénese (Figura 1) (KASTAN; BARTEK, 2004; KHANNA;
JACKSON, 2001).

Figura 1: Etapas de formacao de tumores a partir de mutagdes

Mutagéo
Iniciacéo Promogao
’ reparo dO * rom‘eracao o Prohferagao
DNA celular celular
\ / Progressao
Morte celular Proliferago | Metastase
(Apoptose) celular

Cancer

Fonte: Inca — Instituto Nacional de Cancer — Ministério da Saude

O céncer se origina de uma célula anormal que tem a capacidade de burlar os
mecanismos de reparo presentes e podem transmitir essa caracteristica anormal as
células filhas. Esta anormalidade, adquirida ou herdada, pode ser uma alteracéo

genética ou epigenética (modificacdo no padrdo de expressédo dos genes, e ndo na
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sequéncia de DNA), resultando no desenvolvimento da neoplasia (HANAHAN;
WEINBERG, 2011; KHANNA; JACKSON, 2001).

Devido a esta complexidade de causas, o cancer atualmente € considerado
uma das maiores preocupacdes na area da saude publica em ambito global visto que
€, na realidade, um conjunto de doencas complexas. O cancer é caracterizado, entre
outros fatores, pela proliferacdo acentuada e desordenada das células; o surgimento
de um cancer se da a partir da perda de um fen6tipo normal originando um maligno e
é tido como um resultado da interacdo entre o ambiente externo e as alteracdes nos
mecanismos regulatorios de vital importancia para as células. De fato, mais de 100
tipos diferentes de tumores ja foram identificados em diversos tecidos do organismo,
contribuindo assim para que seja a 22 maior causa de mortes no mundo. A diversidade
e a complexidade séo fatores que criam um problema para o correto controle do
cancer, mesmo que os estudos na area tenham avancado bastante. (FERREIRA;
ROCHA, 2004; HANAHAN; WEINBERG, 2011; WHO, 2018a).

Visto o grande impacto criado, a organizacdo mundial da saude (WHO) em
parceria com a Globocan (Global Cancer Observatory) divulga constantemente novas
estatisticas sobre a incidéncia, prevaléncia e mortalidade de diversos tipos de cancer
ao redor do mundo. Os dados divulgados em 2018 mostram que a incidéncia neste
ano foi de mais de 18 milhdes de casos e a mortalidade de mais de 9.5 milhdes, sendo
o cancer de pulmdo e mama os com maior incidéncia neste ano, enquanto os mais
mortais foram de pulmé&o e o colon-retal (GLOBOCAN, 2018a; WHO, 2018b).

A incidéncia nos casos de cancer apresenta uma grande variacdo quando se
leva em conta as regifes do globo, sendo mais frequente em paises asiaticos e na
Europa, enquanto apresentou menor incidéncia na Oceania e na Africa, esta
tendéncia também se observa quando se relaciona ao nimero de mortes. Quando
relacionamos ao sexo, € visto que alguns tipos de cancer sdo especificos de um
determinado sexo (o cancer de mama para o sexo feminino e cancer de prostata para
0 sexo masculino) ou tem uma incidéncia muito maior neste sexo (GLOBOCAN,
2018b).

Quando consideramos o0 cenario brasileiro, a GLOBOCAN apontou o
surgimento de aproximadamente 560 mil novos casos de cancer e 243 mil mortes no

Brasil em 2018, enquanto o instituto nacional do cancer (INCA) estima uma incidéncia
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de 600 mil novos casos para 2018. No Brasil as maiores incidéncias foram o de
préstata entre os homens com estimativa de mais de 68 mil casos e o de mama entre
as mulheres com estimativa de aproximadamente 60 mil novos casos, enquanto o
cancer de colorretal e de pulmé&o apresentam grande incidéncia em ambos 0S sexos
(GLOBOCAN, 2018b; INCA, 2017).

3.2 Epigenética do cancer

Epigenética é o termo usado para se referir as mudancas na expressao génica
gue ndo sao causadas por mudancas na sequéncia de DNA. Os mecanismos mais
estudados desta regulacdo sdo metilacgdo do DNA e as modificacbes poOs-
transcricionais das histonas (GREENBERG et al., 2014).

As proteinas denominadas de histonas séo as estruturas que formam o nucleo
do nucleossoma, que é a estrutura formada a partir do DNA em duas espirais e 4
pares de proteinas histonas, chamadas de H2A, H2B, H3 e H4 (REECE; CAMPBELL,
2002). As histonas apresentam um dominio globular C-terminal e uma cauda N-
terminal ndo estruturada (RICHMOND et al., 1997). A parte N-terminal das histonas
sao regides que podem sofrer varios tipos de modificacdes covalentes pds-traducéo
as quais incluem metilacao, acetilacéo, ubiquitilacdo, sumoilacao e fosforilacdo, todos
em residuos especificos (Figura 2). As modificacdes descritas sdo utilizadas para
regular os principais processos celulares, entre os quais a transcri¢ao, replicacdo e
reparo (KOUZARIDES, 2007). As modificacdes nas histonas sao utilizadas para
alterar a acessibilidade da cromatina, recrutando e/ou ocluindo as proteinas efetoras
nao histdénicas responsaveis pela decodificacdo da mensagem criadas pelos padrdes
especificos de modificagdo (JENUWEIN; ALLIS, 2001).
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Figura 2: Estrutura do nucleossoma e residuos disponiveis para modificacdes pos-traducionais.
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Fonte: (PASCHON; ALCARAZ; KIHARA, 2014)

As modificagbes das histonas tém a capacidade de levar a ativacdo ou
repressao da transcricdo ou expressao génica, dependendo de quais residuos e qual
o tipo de modificac6es ocorreu. A acetilagdo da Lisina, por exemplo, se correlaciona
com a ativacéo transcricional (HEBBES; THORNE, 1988; KOUZARIDES, 2007),
enquanto a metilacdo de uma Lisina pode levar a ativacdo ou a repressao
transcricional, dependendo apenas de qual residuo foi modificado e do grau de
metilacdo (isto é, quantas metilagcbes ocorreu no residuo). Um bom exemplo deste
fato é que a trimetilacdo da Lisina 4 na histona H3 que pode ser denominada utilizando
a sigla H3K4me3, esta relacionado a promotores de genes transcricionalmente ativos,
isto quer dizer que estas metilacbes sdo usados como sinais para a ativacdo da

transcricdo génica (LIANG et al., 2004).

Por outro lado, a trimetilagéo da Lisina 9 na histona H3 (H3K9me3) e da Lisina
27 na histona H3 (H3K27me3) estado relacionados aos promotores génicos que sao
transcricionalmente reprimidos, ou seja, essas reprimem a transcricdo dos genes que
estdo nas histonas que sofrem estas metilagbes (KOUZARIDES, 2007). Estas séo
duas das principais modificacbes para o mecanismo de silenciamento, porém existe
um vasto conjunto de modifica¢des das histonas ativas e repressivas que formam uma

grande e complexa rede reguladora de genes essenciais, podendo agir também de
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maneira conjunta, com mais de um sistema de histonas, para assim regular a
expressdo génica e a identidade celular (BARSKI et al.,, 2007; BERNSTEIN;
MEISSNER; LANDER, 2007; KOUZARIDES, 2007; WANG et al., 2008)

Estes padrdes de modificacfes das histonas sédo regulados por enzimas que
podem adicionar ou remover as modificacdes covalentes as proteinas histonas. As
histonas acetiltransferases (HATs) adicionam grupos acetil; as histonas
metiltransferases (HMTs) adicionam grupos de metila; as histonas deacetilases
(HDACs) removem grupos acetil e as histonas desmetilases (HDMs) removem 0s
grupos metila (HABERLAND; MONTGOMERY; OLSON, 2009; SHI, 2007). As células
cancerosas apresentam varias mudancas de forma generalizada nos padrbes de
metilagéo das histonas. Estas alteragdes nos padrdes de metilagcdo, por exemplo, na
H3K9 e H3K27 estdo associadas a um silenciamento génico de modo aberrante em
varias formas de cancer (NGUYEN et al., 2002; VALK-LINGBEEK; BRUGGEMAN;
LOHUIZEN, 2004).

Assim, existe uma distincdo na funcdo entre a quantidade de metilac6es da
H3K9, onde a primeira metilacdo ativa a transcricdo genica enquanto a segunda
metilacdo reprime a transcri¢do (Figura 3) (VERMEULEN et al., 2010). A proteina G9a
€ responsavel pela mono- e di-metilacdo da histona H3 na Lisina 9. Esta proteina
apresenta dois residuos com particular importancia para o processo de catélise. O
primeiro € um residuo de Tirosina no dominio pos-SET na posicédo 1154 (Y1154), o
qual é um componente essencial para a ligacdo da Lisina, enquanto o seu grupo
hidroxilo participa da reacdo de catélise; a mutacao neste residuo causa a perda da
atividade catalitica (QIAN; ZHOU, 2006; SMITH; DENU, 2010). O segundo residuo
importante é a Tirosina 1067 (Y1067) onde o grupo hidroxila tem a funcao de criar a
orientacdo entre a Lisina que ira receber o grupo metil e a molécula de SAM que ira
doar o grupo metil (SMITH; DENU, 2010).
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Figura 3: Complexo de ativacdo e repressdo com a proteina G9a
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Fonte: (SHANKAR et al., 2013)

3.3 Cinética Enzimatica

As enzimas, termo utilizado pela primeira vez por Wilhelm Kihne em 1878, sédo
proteinas com a capacidade de catalisar reacdes quimicas, através da reducdo da
energia de ativacao destas reacdes, convertendo assim o reagentes em produtos. A
reducdo na velocidade de reacdo causada pelas enzimas é na ordem de 5 a 17 vezes
a ordem de magnitude, entretanto, assim como um catalizador, as enzimas nao

mudam o equilibrio quimico da reacao por ela catalisada (NELSON; COX, 2013).

A atividade enzimética é diretamente ligada ao pH do sistema, podendo este
resultar em mudancas na atividade através da modificacdo da ioniza¢do da proteina
e/ou do substrato. Por este motivo, cada familia de enzimas apresenta uma faixa 6tima
de pH, onde a reacdo acontece com eficiéncia maxima. Além disso, outros fatores
também podem influencias na atividade da enzima, como a temperatura e cofatores
(NELSON; COX, 2013; VOET, DONALD; VOET, 2011).

Afim de descrever inicialmente a especificidade das ligacdes enzima substrato,
Fischer formulou em 1894 a teoria do modelo chave-fechadura, que dizia que a
enzima responsavel pela catalise apresentava uma estrutura complementar ao
substrato, sendo assim apenas o substrato padrdo desta proteina poderia se ligar a

ela (FISCHER, 1894). Entretanto, como este modelo falhava em descrever certas
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reacdes ou mesmo 0 surgimento dos estados de transicdo, em 1958, Koshland
sugeriu que as proteinas nao apresentam um sitio ativo rigido, mas que este se molda
ao substrato que a ele vai interagir (KOSHLAND, 1958).

Com esta especificidade, as enzimas conseguem reagir com mais eficiéncia o
substrato, e para isso apresenta algumas “estratégias” para reduzir a barreira de
ativacao, que podem ser: estabilizar o estado de transi¢céo, favorecendo assim que o
substrato adote esta conformacéo; atraves de uma via alternativa de reagéo, usando
os residuos do sitio para interagir ou ligar com o substrato e reduzindo a entropia do
sistema através da orientacdo dos substratos de modo a facilitar a reacao enzimatica
(FERSHT, 1985).

As reacdes enzimaticas no seu geral seguem a cinética de Michaelis—Menten
(MICHAELIS et al., 1913), onde a velocidade inicial depende da concentracdo do
substrato ([S]) e quanto mais a concentracdo do substrato aumenta, mais préximo a
reacdo chega da sua velocidade maxima (Vmax) devido ao saturamento das enzimas
(Figura 4).

Figura 4: Velocidade Enzimética baseada utilizando a equacéo de Michaelis-Menten

Velocidade Inicial

m Concentracdo do Substrato [S]

Fonte: Adaptado de (NELSON; COX, 2013)
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Esta cinética pode ser descrita utilizando a equacdo de Michaelis-Menten
(Equacéo 2.1), onde a velocidade Inicial (Vo) é definida usando a velocidade maxima
(Vmax), a concentracdo de substrato ([S]) e a constante de Michaelis (Km) que é
especifico para cada enzima e substrato.

_ Vimax [S]

0 ™ Kuy+[S] (2.1)

A equacdo de Michaelis-Menten pode ser descrita também como a
representacdo de duplo reciproco ou equacdo de Lineweaver-Burk, o qual faz um
rearranjo matematico que converte a equacdo da cinética enzimatica para uma
equacao de primeiro grau, facilitando a andlise, a equacéo € mostrada como Equacéo
2.2 e o grafico gerado é observado na Figura 5.

1 K 1
—=——r— (2.2)
VO Vmax [S] Vmax

Figura 5: Cinética enzimatica usando a equacgédo de Lineweaver-Burk
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Fonte: (NELSON; COX, 2013)
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3.4 Proteinas Lisina Metiltransferase

As proteinas da familia Lisina metiltransferase (KMT) ou histona
metiltransferase (HMT) contém um dominio SET que € evolutivamente conservado,
este dominio é composto por uma sequéncia de 130 amino&cidos contendo as duas
regibes mais conservadas. Estas proteinas catalisam a metilacdo especifica de
diferentes residuos de Lisina e apresenta especificidades de substrato relativamente
altas. Para esta familia de proteinas, foram identificados ao total 52 membros, sendo
51 HMTs contendo o dominio SET e 1 HMT n&o contendo o dominio SET, conhecido
como DOTIL (QIAN; ZHOU, 2006).

Os estudos nas histonas demonstram que as Lisinas 4, 9, 27, 36 e 79 da histona
H3 (H3K4, H3K9, H3K27, H3K36 e H3K79) e a Lisina 20 da histona H4 (H4K20) sao
residuos que podem ser metilados. Estas metilagdes podem ser de trés formas: mono-
metilacdo (mel), di- (me2) e tri- (me3). A especificidade das metilacbes nas histona
criam diferencas na funcdo, na regulacdo da transcricAo e na conformacdo da
cromatina. As metilacdes H3K4me2/3, H3K9mel, H3K27mel, H3K36me3,
H3K79me3 e H4K20mel sdo geralmente encontrados em regides que apresentao
ativacdo genética, enquanto H3K9me2/3, H3K27me2/3 e H4K20me3 estédo
associados a repressao genética (VERMEULEN et al., 2010).

A metilagéo das Lisinas nas histonas desempenham um papel central em uma
ampla variedade de processos celulares, os quais incluem a formacdo da
heterocromatina, inativacdo do cromossomo X e regulacdo da transcricdo (MARTIN;
ZHANG, 2005). Demonstrou-se que diferentes estados de metilagdo de mudltiplas
histonas Lisinas apresenta distribuicdes biolégicas distintas na cromatina. Por
exemplo, a monometilacdo de H3-K27 e a tri-metilacdo de H3-K9 sdo encontradas
com grande frequéncia na heterocromatina pericéntrica, enquanto a trimetilacéo de
H3-K27 junto com a di-metilagcdo de H3-K9 séo ditas como impressdes epigenéticas
do cromossomo X inativo (PETERS et al., 2003; RICE et al., 2003).

A metilacdo da histona H3K9 é um conhecido marcador epigenético e este é
bem conservado tendo como fungdo o silenciamento transcricional (PETERSON;
LANIEL, 2004). Uma das proteinas responsaveis pela metilacdo da H3K9 é a G9a a
qual apresenta uma funcéo critica para o silenciamento de genes e o desenvolvimento

embrionario
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Além das histonas, novos estudos mostram que as proteinas que apresentam
o dominio SET podem catalisar a metilacédo da Lisina de proteinas celulares, incluindo
o citocromo C, Rubisco (TRIEVEL et al., 2002), p53 e Tafl0 (CHUIKQV et al., 2004;
KOUSKOUTI et al., 2004). Assim, as proteinas do dominio SET funcionam geralmente

como proteinas Lisina metiltransferases.

As estruturas resolvidas que apresentam o dominio SET revelam que este
dominio apresenta uma regido conservada e possui uma dobra estrutural Gnica que é
diferente de outras classes de metiltransferases e de proteinas que tem a molecula S-
adenosil-I-metionina (SAM) como doador do grupo metila. O dominio SET contém uma
série de folhas B que se dobram em trés folhas discretas que circundam uma estrutura
semelhante a um n6 (TAYLOR et al., 2003). Esta estrutura incomum é formado apartir
do segmento C-terminal do dominio SET que passa por um loop formado por regido
precedente da sequéncia. Estas duas regifes sdo as que contém a sequéncia mais
conservada dos dominios SET, consistindo em ELxF/YDY e NHS/CxxPN (onde X é

qualquer aminoécido).

Nos mamiferos cujas estruturas foram obtidas, o dominio SET é flanqueado
pelas sequéncias pré-SET (ou nSET) e pdés-SET (ou cSET). A regido pré-SET ajuda
a manter a estabilidade estrutural, interagindo com diferentes superficies do dominio
SET principal (TRIEVEL et al., 2002; WILSON et al., 2002). No dominio p0s-SET faz
parte do site ativo, tendo um residuo aromatico responsavel por compactar o dominio
SET principal construindo um canal hidrofébico (ZHANG et al., 2002).

Varios mecanismos para a metilacdo da Lisina foram discutidos na literatura,
mas nao houve um consenso na compreensao do mecanismo catalitico. As estruturas
ate agora desvendadas apoiam a nocéo de que a transferéncia do grupo metila do
SAM para o g¢-amino da Lisina alvo provavelmente se da atraves de um ataque
nucleofilico Sn2, e esse mecanismo ganhou forga usando um estudo tedrico recente
com a proteina SET7/9 (HU; ZHANG, 2006; XIAO; WILSON; GAMBLIN, 2003).

Embora se acredite que apenas um residuo desprotonado que contém um par
de elétrons livre seja capaz de atacar nucleofilicamente o grupo metil da molecula
SAM, o primeiro mecanismo esta relacionado as ligagées de hidrogénio formadas no
site ativo do dominio SET (TRIEVEL et al., 2003).
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A ligacdo de hidrogénio entre o carbono do grupo &-metil e varios grupos
carbonila da cadeia principal e o hidroxil do residuo de Tirosina proximo podem
aumentar o carater eletrofilico do grupo 6-metil do SAM e assim facilitar a transferéncia
(Figura 6). Entretanto, a interacdo entre o carbono e o oxigénio ndo € observado em
alguns dominios SET visto que os residuos ao redor do sitio ativo ndo sao
absolutamente conservados (QIAN; ZHOU, 2006).

Figura 6: residuos presentes no sitio ativo que apresentam interagdes com a molécula de SAH e com

a Lisina 9 metilada para a proteina SET7/9. As tirosinas Y245 e Y305 sdo responsaveis por facilitar a

transferéncia do grupo metil.

Fonte: (DILLON et al., 2005)

O segundo mecanismo é de uma catalise basica, onde um residuo do sitio ativo
desprotona a Lisina da histona antes da transferéncia do grupo metila; porem, a
evidéncia de suporte para esse mecanismo nao é conclusiva. Por exemplo, o Unico
residuo de Tirosina no dominio SET7/9 (TYR 335) ou TYR 283 no dominio SET Dim-
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5 que poderiam atuar como base para a desprotonac¢éo da Lisina é separado do grupo
g-aminonio da Lisina em mais de 3 ou 4 A nas estruturas experimentais (TAYLOR et
al., 2003; ZHANG et al., 2003). Uma caracteristica da estrutura do dominio SET que
€ consistente com esse mecanismo catalitico proposto € que a Lisina alvo pode perder
um proéton para o solvente, pois a sequéncia C-terminal do dominio SET é flexivel e

pode expor a Lisina alvo ao solvente (XIAO et al., 2005).

Os dados experimentais relacionados a metilacdo da Lisina 9 na histona 3
apresentado por Wu e colaboradores em 2010, mostra que a proteina G9a apresenta
um Kcat de 65 = 5 min, o qual a partir da teoria do estado de transicdo pode ser
convertido para encontrar a barreira de ativacdo para a reagdo que é de
aproximadamente 17,4 + 0,04 Kcal/mol (WU et al., 2010). Para a transferéncia do
préton, esta ndo € a reacdo determinante e tem uma barreira de ativacdo
aproximadamente de 8.4 Kcal/mol para a proteina SET7/9 que é responsavel pela
reacdo de metilagdo da Lisina 4 na histona 3, além de ser um processo exotérmico
com energia livre de -18,5 Kcal/mol (ZHANG; BRUICE, 2007), sendo uma analoga da
G9a, esta barreira é mais de 11 Kcal/mol menor que a barreira da metilacdo que para
esta proteina é de 20,9 Kcal/mol (HU; WANG; ZHANG, 2008)

3.5 Quimica computacional

A quimica computacional comecgou a surgir no século XIX com a formulacao da
teoria da mecénica estatistica por Ludwing Eduard Boltzmann. Essa teoria utiliza o
comportamento e as interacdes dos atomos de modo individual ou em moléculas para
descrever ou prever determinados fendmenos macroscopicos. A teoria de Boltzman
foi posteriormente utilizada para descrever a equacao para os gases ideais, PV=nRT,
a qual continua sendo um dos fundamentos para os célculos de simulagdo molecular
de atomos e moléculas. Porém, somente no século XX foram desenvolvidas as teorias
necessarias para modelar a interacdo dos atomos entre si devido ao advento da
mecanica quantica. Neste contexto, Max Planck sugeriu que o espectro de emissao
era quantificado e ndo simplesmente perdido em emissdes de alta frequéncia como
era descrito pelos modelos classicos existentes até este momento, levando assim a

uma melhor correlagdo entre os dados experimentais e os obtidos pelas simulagoes,
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melhorando drasticamente o entendimento sobre a mecéanica quantica e a influéncia
desta nos sistemas macromoleculares (JENSEN, 1999; LIPKOWITZ; BOYD, 1991).

3.6 Mecanica Estatistica

7

A mecanica estatistica foi desenvolvida e € utilizada para predizer o
comportamento de macromoléculas, descritas mais comumente utilizando o niamero
de Avogadro (6,022x10%® atomos), criando-se a ideia de ensemble (MCQUARRIE,
1973). Quando se considera um sistema com um numero N de particulas (Onde N é
0 numero de magnitude relacionado com o numero de Avogadro) este sistema possui
um grau de liberdade igual a 6N, o qual esta relacionado as posi¢cdes espaciais de
cada atomo no espaco tridimensional. Este espaco é relacionado ao espaco de fase
e apresenta restricdbes termodinamicas, dentre as quais podemos destacar como
exemplo o volume ou a energia, os quais representam um ensemble (MCQUARRIE,
1973). A relacdo entre o ensemble e as medidas experimentais foi primeiramente
realizada por Josiah Gibbs. Podemos calcular a média do ensemble conhecendo a
probabilidade de encontrar um membro deste ensemble em um conjunto de

propriedades através da equacédo 2.1.

aWaAa
(4) = ZZa—Wa =YaPaA, (2.1)

Para a equacédo 2.1, o Wa é o numero de estados do ensemble com 0 mesmo
valor de A. O Pa € a probabilidade normatizada para o estado, sendo o ) aWa € o fator
de normatizagéo da equacdo (MCQUARRIE, 1973).

O ensemble mais comumente utilizado nas simulacbes é chamado de
“‘ensemble candnico”, o qual restringe cada membro com o mesmo numero de
particulas, volume e temperatura (NVT). Os outros ensembles que séo utilizados sao
o microcanonico (NVE), o grande canobnico (UVT), e o isobarico-isotérmico (NPT),

sendo E a energia constante, 4 0 potencial quimico e P a pressdo. Em determinadas
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temperaturas e densidades 0s ensembles sdo matematicamente equivalentes,

podendo-se utilizar o modelo mais conveniente para o sistema (MCQUARRIE, 1973).

3.7 Mecanica Molecular

A mecanica molecular é principalmente utilizada para sistemas que apresentam
um grande nimero de atomos, ou seja, esta técnica é utilizada como forma de poder
calcular com determinada preciséo sistemas grandes, apresentando um menor custo
computacional e arquivos de tamanho relativamente menor. Os métodos oriundos da
mecanica molecular utilizam fungbes do potencial da molécula para descrever as
interacdes intramoleculares. Este ganho de performance € devido ao fato de que os
métodos moleculares ndo resolvem diretamente as equacdes de Schroedinger, sendo
necessario assim a adicdo de parametros predefinidos ao sistema de interesse, 0s
quais séo definidos como campos de for¢ca (LIPKOWITZ; BOYD, 1991).

3.7.1 Campos de forga

Os campos de forga apresentam uma grande quantidade de parametros, sendo
0S mais comuns o0s parametros de ligacdo, angulo, tor¢des e interacdes entre atomos.
Tais parametros sdo considerados particulas individuais com parametros pré-
definidos (JENSEN, 1999).

3.7.2 Ligacbes

As ligacdes sao normalmente tratadas de dois modos distintos nos campos de
forca. Pode-se utilizar a série de Taylor, a qual relaciona a ligagdo entre atomos como
um simples oscilador harmdénico que obedece ao potencial descrito na equacéo 2.2,
onde x., € o comprimento de ligagéo (LIPKOWITZ; BOYD, 1991).

U = k(X — %ep) (2.2)

O outro modo que é normalmente utilizado para descrever as ligagdes quimicas
é o potencial de Morse (KOLOS; WOLNIEWICZ, 1964). Tal modelo tem como principal

vantagem o fato de poder calcular a dissociagdo atdmica, o que ndo se pode obter na
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série de Taylor. O potencial de Morse é mostrado na equacdo 2.3 e 0 termo

relacionado a dissociacdo atémica e representado por D;.

U(X) = Dz[1 — e®®%eq)]2 (2.3)
3.7.3 Angulos

Os angulos de atomos separados por duas ligagdes sdo chamados de angulos
de valéncia (). Sao tratados e comportam-se como osciladores harmdnicos simples
quando estdo na sua fase de equilibrio e assim sdo podem ser descritos como uma
funcao de potencial quadréatico, como mostrado na equacéo 2.4 (LIPKOWITZ; BOYD,
1991).

U(6) = 3 k(6 - 8.,)? (2.4)

3.7.4 Torcgoes

As torcdes, assim como o0s angulos, sdo baseadas nas ligacbes entre atomo.
Uma torcéo e formada entre quatro &tomos conectados por trés liga¢des consecutivas.
O angulo de torcao (@) € formado entre a ligacdo central, ou seja, entre o segundo e
o terceiro atomo da sequéncia. A série de Fourier é mais adequada para descrever 0s
potenciais de uma tor¢do, visto que esta apresenta funcbes de base periddicas. A
equacao para as tor¢des € descrita na equacado 2.5 (KOLOS; WOLNIEWICZ, 1964;
LIPKOWITZ; BOYD, 1991).

U(a) =YV k;[1 + cos(n;0 + ;) (2.5)

O potencial de tor¢cdo é representado como o somatorio de N termos com
barreiras k;, periodicidade N e um desvio de fase igual a ;. Estes sdo parametros de
destaque dentro da equacdo pois a torcdo € o parametro que apresenta maior

importancia dentro de um campo de forca. As tor¢ées apresentam uma menor barreira
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energética no sistema, além de originar uma grande variedade de mudancas

conformacionais significativas na proteina.

3.7.5 Interac0Oes eletrostaticas

As interacdes eletrostaticas séo originadas a partir das interacdes carga-carga
entre os atomos do sistema. Estas cargas sdao comumente relacionadas a
eletronegatividade dos atomos, tendo assim um modo de célculo de carga baseado
em cada campo de forca. Outro método utilizado para a determinacdo das cargas
atbmicas € atribuir cargas parciais a cada atomo, quando estas cargas ja foram
previamente calculadas e adicionadas ao banco de dados. Também séo utilizados
restricdes rotacionais para garantir que &tomos com mesmo perfil (ligados ao mesmo
atomo) tenham a mesma carga; tal método é conhecido como potencial eletrostatico
contido (Restrained Elestrostatic Potential-RESP) (BAYLY et al., 1993; CORNELL et
al., 1993).

As interacbes carga-carga apresentam dois principais modelos que sao
utilizados nos campos de forca atuais: 0 modelo carga-fixa e o modelo polarizado. O
modelo de carga fixa € o mais utilizado pois mantem todas as cargas dos atomos
constantes independentemente do seu entorno e das simulagdes, reduzindo assim o
custo computacional. Por outro lado, o modelo polarizado apresenta uma variacao de
cargas para os atomos de acordo com a sua vizinhancga, tornando-o assim um modelo
mais flexivel a parametrizacdo, porém com um grau de complexidade maior o qual
eleva o custo computacional. A equacdo 2.6 mostra como €é definido o potencial
eletrostatico, sendo k a constante eletrostéatica, gl e g2 as cargas parciais dos &tomos
e rij a distancia entre os atomos (JENSEN, 1999; LIPKOWITZ; BOYD, 1991).

U(ri'j) = kq q'i (26)

Ti']
3.7.6 InteracOes de Van de Waals

As interacdes de Van de Waals sdo compostas por dois componentes
principais, um termo repulsivo que é referente aos impedimentos histéricos e um termo
atrativo que se refere as interagbes de dispersdo. Assim, o modelo funcional mais

utilizado para descrever as interacdes de Van de Waals € o potencial de Leannard-
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Jones, mostrado na equacao 2.7 (JENSEN, 1999; LIPKOWITZ;, BOYD, 1991;
RAMACHANDRAN; DEEPA; NAMBOORI, 2008a).

r,-j r,-j

12 6
1 Rmin,i' 1 Rmin,i'

Onde rij é a distancia entre os atomos i e j, porem devido a sua eficiéncia

computacional, a equacao 2.7 pode ser escrita como

U, = a,-]- bl]
b
Yy J

Onde

_ 12
a;j = &;jRmin,ij
_ 6
bl] - 2“":inmin,ij

3.8 Mecéanica Quantica

A mecénica quantica foi desenvolvida com o objetivo de explicar a dualidade
da matéria, semelhante as ondas, em sistemas atémicos. Assim, a funcédo de onda
(W) é o principal postulado para a mecanica quantica. A funcdo de onda esta
relacionada a qualquer sistema quimico que determinadas funcbes atuam sobre a
funcdo de onda e retornam assim propriedades observaveis. Esta relacdo pode ser
observada pela equacdo 2.8 (BARREIRO; FRAGA, 2015; RAMACHANDRAN;
DEEPA; NAMBOORI, 2008a).

IV =e¥ (2.8)
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Onde o operador é determinado pelo 9 enquanto o valor escalar da propriedade
€ dada por e. Assim, para obter o operador que retorna o valor de energia do sistema,
podemos reescrever a equacdo substituindo o 9 por H, obtendo assim o operador

Hamiltoniano.

HY = E¥ (2.9)

Esta nova equagédo é chamada de equacéo de Schréndiger (SCHRODINGER,
1926). Nesta equacdo o hamiltoniano é definido através da contribuicdo de cinco
diferentes parametros que se relacionam com a energia total do sistema: a energia
cinética (dos eletros e dos nucleos) a atracéo dos elétrons com os nucleos, a repulséo
intranucleares e intraeletrénicos. Ao levar em consideracdo esses termos, podemos

escrever o Hamiltoniano como descrito na equagéo 2.10.

eZZkZl

hZ hZ ZZ 2
H= =Yg Vi = Yigm Vi = L2t~ Tigjy, — Zict (2.10)

Tkl

Nesta equacao, os elementos i e j representam dois elétrons enquanto k e |
representam dois prétons, h é a constante de Planck dividida por 211, a massa do
elétron é denominada de me, a massa do préton e denominada de mk, V2 representa
o operador laplaciano (isto é, a carga do elétron), Z € o nUmero atdmico e rik é relativo
a distancia entre as particulas i e k. Como a fun¢éo de onda é uma funcédo espacial
em direcOes cartesianas X, y e z, podemos escrever o laplaciano em funcéo das

coordenadas de cada particula do sistema, sendo escrito como:

2

+= (2.11)
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Assim, podemos reescrever a equacao 2.9 utilizando as coordenadas

cartesianas para a energia do sistema.
—> Ty —> hz 2 — —>
E¥GE ) = B¥®) = (- -V + V@) ¥(®) (2.12)

Nesta equacédo E é a energia total do sistema, W (x °,t) é a funcdo de onda a
qual apresenta todas as propriedades e informacdes do sistema e H é o operador
hamiltoniano. A equacao descrita representa o valor para o estado estacionario do
sistema, porem a utilizacdo da funcdo de onda torna a resolucdo da equacdo mais

dificil & medida que novas particulas séo adicionadas ao sistema.

3.9 Métodos Hibridos

Os métodos hibridos, sdo comumente conhecidos como QM/MM, isto é, o
método utiliza tanto as abordagens quanticas quanto as abordagens classicas ao
mesmo tempo e isto é feito para que as deficiéncias de uma possam ser compensadas
com a outra. Neste método, a parte quantica é restrita ao sitio ativo ou a reacdo que
se deseja estudar dentro de uma macromolécula, como as proteinas, enquanto o resto
do sistema é tratado de modo classico e assim obtém-se uma velocidade de calculo
maior enquanto se obtém um resultado mais preciso para a reacao. Esta teoria foi
efetivamente posta em pratica pela primeira vez por Warshell e Levitt com a
introducéo de dois modos diferentes de célculos os quais utilizam uma equacdo que
relaciona a energia dos dois estados, sendo assim utilizado um novo modo
hamiltoniano, como na equagéo 2.13. (WARSHEL,; LEVITT, 1976).

Os métodos QM/MM sao definidos e distintos no modo como o hamiltoniano da

regiao hibrida (Howmmy) € descrita. Se este termo € definido de modo classico entéao



35

este termo é denominado de acoplamento mecanico, de outro lado, se o termo for

definido em modo quantico entdo temos o acoplamento eletrostatico.

O acoplamento mecanico € o mais facil de ser implementado, porem este
meétodo apresenta limitacdes quanto as interacdes entre a parte classica e a quantica,
0 que pode em alguns casos gerar problemas para o sistema, pois a fronteira entre as
regides esta sendo tratado de modo classico visto que os &tomos séo tratados como
esferas rigidas. O acoplamento eletrostéatico, por outro lado, cria uma polarizagdo na
regido de fronteira, favorecendo assim as interacdes entre as regifes, porem isto
acaba por elevar o custo computacional para a resolucdo do sistema (BARREIRO;
FRAGA, 2015).

Outra divisdo que existe nos métodos QM/MM ¢ feita de acordo com a regido
de corte do sistema, que pode ser feito de dois modos distintos. O primeiro modo de
realizar o corte € em regides de baixa densidade eletrbnica, isolando assim uma
molécula toda ou grandes partes da molécula. O segundo modo de corte do sistema
e quando o corte e realizado em regides de alta densidade eletrénica, ou seja, quando
o corte ocorre em uma ligacdo, deixando assim orbitais de valéncia na molécula
(BARREIRO; FRAGA, 2015; JENSEN, 1999).

Estes métodos permitem que processos de formacdo e quebra de ligacdes
guimicas possam ser modeladas, o qual pode incluir o tratamento de sistemas muito
maiores do que aqueles que seriam possiveis utilizando apenas os métodos quanticos
Oou que ndo possua parametrizagdes parciais ou totais (GAO et al., 2006; SENN;
THIEL, 2009). Este método € realizado definido a uma regido central, aqueles de
interesse para a reacao, sao definidos com os métodos QM enquanto no restante do

sistema é utilizado o MM

3.9.1 Moléculas inteiras naregido quantica

Esta metodologia considera apenas as interacdes mais fracas que sdo mais
facilmente modeladas utilizando sistemas classicos ou semiclassicos. Uma
aproximacéo realizada para esta metodologia consiste de considerar todo o soluto
como regido quantica, enquanto o solvente se torna a regiao classica, deste modo, a

regido de fronteira € constituida apenas de soluto; assim a interacdo entre o soluto e
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o solvente pode ser descrito pela equacao 2.14 e é composta apenas de interacdes

intermoleculares.

(@) ]+ same @14

Tab

12
Hoy/mm = Xa2b4€ap [(Jab) -

Tab

Nesta equacao o termo a é relacionado ao soluto, ou seja, a regido QM; o termo
b é relacionado ao solvente, neste caso, ao solvente ou regido MM; o termo ga é
relacionado as cargas parciais do soluto; esta carga é calculada com niveis quanticos.
Este método foi implementado por Kaminski e Jorgensen (KAMINSKI; JORGENSEN,
1998). Porém, este € um método computacional de alto custo, pois € necessaria a
realizacdo de calculos quanticos para todo o sistema a cada mudanca conformacional

do sistema ou do soluto, o que gera uma demanda de calculos muito elevada.

3.9.2 Cortando ligacdes quimicas

Este método, apesar de ser mais complexo de ser realizado, € muitas vezes a
Gnica solucdo possivel para se chegar a uma resolucdo do problema. Por exemplo,
quando se quer estudar uma reagdo quimica, porém nao € possivel definir toda a
proteina como regido quantica, torna-se necessario realizar um corte, onde parte sera

tratado de forma quéantica e o restante sera tratado de forma classica.

Esta regido onde é feito o corte acaba por gerar duas dificuldades extras, que
sdo onde realizar o corte e como fazer a interagdo quantico-classico. Por este modo,
a escolha de corte muitas vezes € realizada entre carbonos com ligacdes simples ou

entre moléculas pouco polares.

3.9.3 Métodos semi-empiricos

A primeira vez que o termo semi-empiricos foi utilizado na quimica tedrica foi
em 1931 por Michael Polanyi e Henry Eyring. Esta abordagem tinha como objetivo a
utilizacdo mesclada de métodos tedricos e experimentais para o desenvolvimento de
superficies de energia potencial para reacdes quimicas, o que contribuiu também para
um melhor estudo dos estados de transicdo e complexos ativados nas reagdes

adiabéticas (EYRING, 1931). Posteriormente, métodos mais modernos foram criados
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com o0 objetivo de reduzir o tempo computacional em tratamentos como as
propriedades cinéticas, termodinamicas, calculos de energia potencial, entre outros
(THIEL, 1996). O método semi-empirico € utilizado em varias situacdes, porem em
trés delas esta técnica acaba por se desacatar: para calculos de moléculas pequenas,
porém em grande quantidade; para calculos repetidos de um mesmo tipo de sistema,;
e por ultimo, para calculos de moléculas grandes onde nao é possivel utilizar o método

guantico.

3.93.1 AM1

Apos o advento do método semi-empirico buscou-se o aperfeicoamento dos
métodos, até que em 1985 surgiu o método AM1 (Austin Model 1) que trouxe como
inovacao a inclusao de fun¢des gaussianas esféricas (DEWAR et al., 1985). O método
AML1 foi desenvolvido depois com o objetivo de corrigir erros presentes no método
MNDO em estimar as repulsées dos atomos de carbono alfa nas Distancias de Van
der Waals. Para corrigir este problema, novos termos foram adicionados usando
funcdes gaussianas. Neste contexto, o formalismo utilizado para o método AM1 é igual
ao utilizado no método a qual este é derivado (MNDO) porem com diferencas apenas

nos novos parametros de repulséo citados anteriormente.

Esta nova parametrizacéo resulta em uma melhora no método na determinagéo
dos minimos de energia, e na determinacdo das barreiras de energia visto que 0s
novos expoentes orbitais tém grande impacto nesta determinacdo, sobretudo os
paramentos relacionados as camadas s e p. Esta nova parametrizacdo elevou o
namero e parametros de cada atomo de 7 para 13 ou 16 no AM1. Esta melhoria no
método comparado com o MNDO se deu sem um aumento no tempo computacional
e reduziu falhas especificas e o erro médio. Um dos principais pontos do método AM1
e a capacidade de reproduzir ligacdes de hidrogénio e as melhoras na estimativa das
barreiras de energias de ativacdo. Estes termos levam uma melhoria nas interacbes
intermoleculares e isto leva a um melhor uso deste método para aplica¢des bioldgicas
(DEWAR et al., 1985; LOPEZ, 2003; STEWART, 2007).
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3.9.3.2 PMS3

O método PM3 (método paramétrico 3) € a terceira parametrizacdo do método
MNDO e utilizando uma estratégia de parametrizacdo distinta do seu original e do
AM1, além de usar duas fun¢gdes gaussianas que servem para corrigir as repulsdes
ndcleo-nucleo dos sistemas e o ajuste dos parametros se deu baseando-se em
reproduzir os resultados experimentais. Assim, este método acaba sendo mais rapido
que o MNDO a qual é baseado e que o método AM1 que foi a segunda
parametrizacdo. Inicialmente o PM3 foi parametrizado para 12 elementos mais
utilizados em sistemas quimicos e sendo assim apropriado para o estudo destes
sistemas (CHRISTENSEN et al., 2016; STEWART, 1989).

O método PM3 apresenta um formalismo na parte eletrénica igual ao método
MNDO que se baseia em negligenciar a aproximacgéao diatdmica e a sua sobreposicao,
exceto para as repulsdes nucleo-nucleo onde as fungBes gaussianas adicionadas
reduzem essa repulséo em regides fora das Distancias de ligagao e por reproduzir um
grande numero de propriedades moleculares, o que acaba por melhorar o modo como
as interacdes intramoleculares sdo descritas. Estes termos ndo apresentem um
significado fisico bem definido, porem permitem as melhorias no método
principalmente para aplicacbes em sistemas biolégicos pois permitem uma melhor
descricdo das ligacbes de hidrogénio e das reacdes de transferéncia de prétons.
Entretanto, esta parametrizacdo resulta em problemas quando analisa-se as
interagOes intermoleculares ou moléculas muito flexiveis. O método PM3 tem uma
melhor precisdo que o AM1 quando se trata de predizer caracteristicas termoquimicas
das moléculas e é utilizado para estimar as propriedades moleculares (LOPEZ; YORK,
2003; RAMACHANDRAN; DEEPA; NAMBOORI, 2008b).

3.9.3.3 PM6

O método PM6 (método paramétrico 6) desenvolvido em 2007 apresenta a
maioria dos parametros de aproximacao idénticos aos do PM3, entretanto apresenta
diferencas nas interacdes Core-Core, d-orbitais em elementos do grupo principal,
nacleo ndo polarizavel, corre¢des individuais Core-Core e pirimidizagdo do nitrogénio

SP2. O PM6 apresenta parametros para um total de 70 atomos. Este método foi
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desenvolvido principalmente com mudancas nos grupos de treinamento para a
otimizacado dos parametros, tendo poucas mudancas nas aproximacfes usadas em
métodos anteriores. Com este método de treinamento, o PM6 consegue definir as
informacdes quimicas como uma fungdo que ndo envolve uma molécula Unica,
enquanto os outros métodos o0 grupo de treinamento usava apenas dados de
referéncia padrdo. O método PM6 apresentou uma melhoria na precisdo quando
comparado com os métodos anteriores baseados no NDDO. A exatiddo do PM6 em
prever o calor de formagcédo de moléculas bioquimicas e dito como melhor do que os
previstos usando Hartree Fock ou B3LYP DFT com a base 6-31G (d) (STEWART,
2007).

O PM6 baseia-se no formalismo NDDO, porém com as seguintes modificacdes

comparados com o PM3:
1- Os orbitais d para os metais e &tomos hipervalentes como CL, S ou P;

2- Uma funcao de erro diferente foi minimizada para reproduzir os valores do calor de

formacao;

3- Os dados usados como referéncia foram baseados em resultados experimentais e

célculos de alto nivel;

4- A funcéo utilizada para descrever as interagcdes nucleo-nacleo foi modificada de

acordo com obrigacdes especificas;

5- A funcéo utilizada para descrever a repulsdo do nucleo-nucleo usa parametros
diatdmicos e uma funcgéo simples baseada no primeiro termo do potencial de Lennard-

Jones;

6- A parametrizacao foi realizada para 70 atomos na tabela periédica.

Outra modificacdo realizada no PM6 foi a introducdo de varias melhorias nos
termos Core-Core substituindo as corre¢des do ndcleo-nucleo de fungdes gaussianas
usadas no PM3 para um termo da correcdo do nucleo-nacleo introduzido
originalmente por Voityuk e por Rdsch, que utiliza parametros emparelhados e
parametros especificos para cada elemento sendo entre 10 a 20 parametros para
cada elemento (CHRISTENSEN et al., 2016; LIMA et al., 2018).



40

3.9.34 AM1Md

O método AM1/d foi desenvolvido para descrever o ataque nucleofilico de
fosfatos em reacdes bioldgicas, como as hidrolises de fosfato. Para isto os
paramentos foram desenvolvidos a partir da derivagdo de um conjunto de dados
quanticos que foram calculados utilizando a teoria de funcionalidade de densidade
hibrida [B3LYP / 6-311 ++ G (3df, 2p) // BALYP / 6-31 ++ G (d, p)] para varios estados,
cargas e estados de transicdo do ataque nucleofilico de fosfatos e fosforanos. Além
disto, também foram utilizados métodos de otimizacdo n&o-linear para o
desenvolvimento dos parametros semi-empiricos baseados nos algoritmos evolutivos
(genéticos), simulacdo simulada de Monte Carlo e algoritmos de minimizacdo de
direcdo. Deste modo o modelo AM1/d apresentou resultados que sdo comparados
com os obtidos utilizando o método de densidade funcional oferecendo assim uma
boa ferramenta para o estudo de reacdes e problemas bioldégicos em larga escala
(LOPEZ, 2003).

O hamiltoniano utilizado no método AM1/d foi desenvolvido se afastando do
formalismo encontrado no MNDO/d e utliza temos nucleo-nacleo como os
encontrados no AM1 e no PM3. Os parametros especificos de reacdo desenvolvidos
para este método conseguem reproduzir as geometrias, momentos de dipolo e
energias relativas com precisao que séo obtidos de banco de dados quanticos onde
se encontram os estados de transicdo e estruturas com minimo de energia estaveis
(LOPEZ, 2003).

Deste modo, o método AM1/d é adequado para se calcular sistemas grandes e
com precisdo com um baixo custo computacional onde os orbitais d recebem um
tratamento balanceado em reagfes com formacdo de sistemas penta valentes e
tetravalentes de fosforo e quando o fosfato esta nos trés estados de carga (dianionico,
monoanibénico e neutro) (LOPEZ, 2003).

3.9.35 RM1

O modelo RM1 (Recife Model 1) € uma nova parametrizacdo do metodo AM1

onde as propriedades parametrizadas para este metodo foram os calores de
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formacdo, momento de dipolo, potencial de ionizacdo e geometrias. O modelo de
treinamento utilizado para este metodo contia os atomos de C, H, N, O, P, S, F, CI, Br
e | que representam o0s atomos mais comumente utilizados para as pesquisas
farmaceuticas e todos os 191 paramentros foram otimizados assim como acontece no
PM3. Esta otimizacé&o inclui as integrais de repulséo de eletrons que foram removidos
dos dados experimentais no AM1 e as Distancias interatomicas que foram revistas no
metodo RM1 atraves de uma regressdo linear dos minimos quadrados entre os
valores do RML1 e os valores de Distancias interatomicas encontradas nos valores de
referencia. Uma das principais vantagens do RM1 é que este possui 0 mesmo numero
de paramentros e a construcdo analitica de cada atomo semelhantes ao encontrado
no AM1, sendo assim facil de implementar o RM1 nos programas que ja apresentam
0 AM1, sendo necessario apenas modificar os valores dos parametros em si. Estas
mudancas permitiram uma melhoria na precisdo do metodo ate quando comparado
com o metodo PM3 (ROCHA et al., 2006).

O metodo RM1 consegue reproduzir diversas prorpriedades experimentais
como a entalpia de formacé&o, o momento dipolo, as cargas eletronicas, 0s potenciais
de ionizacdo, o comprimento e os angulos de ligacdo. O metodo RM1 passou por
diversas melhorias que expandiram o escopo deste metodo levando a uma ampla
gama de aplicacdes para quimica organica, quimica fisica, quimica analitica, quimica

inorganica, medicina, biologia e ciéncia dos materiais (LIMA et al., 2018).

3.10 Teoria do Estado de Transicéo

A teoria do estado de transicdo € utilizada para explicar as taxas de reacao de
reacfes quimicas elementares. Esta teoria assume um tipo especial de equilibrio
guimico (que pode ser denominado de quasi-equilibrio) entre os reagentes e os de
estados de transicdo ativados (MCNAUGHT; WILKINSON, 1997). Essa teoria foi
desenvolvida em 1935 por Henry Eyring, Meredith Gwynne Evans e Michael Polanyi
(LAIDLER; KING, 1998).

A teoria € utilizada principalmente para entender qualitativamente como as
reacdes quimicas ocorrem, esta teoria consegue calcular a entalpia padréo de

ativagao (AH 1, também escrito A T H®), a entropia padrao de ativagdo (AStou A t
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S°) e a energia padrao de ativagdao de Gibbs (AG T ou A 1 G°) para uma reacédo
especifica (O t refere-se ao valor de interesse no estado de transicdo; AH 1 é a
diferenca entre a entalpia do estado de transicao e a dos reagentes.) (TRUHLAR et
al., 1996).

A teoria do estado de transicdo, utilizando a equacdo de Eyring, consegue
descrever e resolver os problemas parametros que ndo eram bem descritos na
equacao de Arrhenius, como quando existem um ou mais intermediarios reativos
(ANSLYN; DOUGHERTY, 2006).

Mesmo que a teoria do estado de transicdo possa ser usado em varios casos,
esta ainda apresenta falhas, principalmente quando aplicada a cada etapa de uma
reacdo quando esta apresenta varias etapas, a teoria pressupfe que cada
intermediario tenha um vida longa o suficiente para alcancar uma distribuicdo de
energias de Boltzmann antes de assim continuar para a proxima etapa. Quando isto
nao acontece e os intermediarios sdo de curta duracdo, o método falha em descrever
a reacdo. Outra limitacdo da teoria, se baseia na suposicdo de que os ndcleos se
comportam de acordo com a mecanica classica (EYRING, 1935). Assim, a menos que
0s atomos ou as moléculas colidam com energia suficiente para formar a estrutura de

transicao, a reacdo nao ira ocorre.

3.11 Superficie de Energia Potencial

O conceito de Superficie de Energia Potencial foi sugerido pela primeira vez
em 1913 por Marcelin (LEWARS, 2011), entretanto, a primeira vez que um calculo
semi-empirico para o SEP foi calculado pela primeira vez por Eyring em 1931
(EYRING; M, 1931) e em 1935 (EYRING, 1935) foi calculado a taxa de reacédo usando

a teoria do estado de transicao.

Quando o atomo ligados quimicamente s&do distorcidos, as ligacdes sao
esticadas ou comprimidas, 0 que aumenta a energia potencial de seu sistema.
Quando as novas geometrias sdo formadas, a molécula permanece estacionaria.
Portanto, a energia para este sistema nédo € gerada a partir da energia cinética, mas

dependem da posi¢cédo dos atomos (potencial). Assim, a relagdo entre essa energia
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molecular e a geometria molecular (posicdo) € mapeada criando a superficie de

energia potencial.

A aproximacdo de Born-oppenheimer é usada para separar 0S movimentos
eletrbnicos e nuclear. Esta aproximacdo € 0til na analise de propriedades de
estruturas compostas por atomos. A SEP normalmente tem a mesma
dimensionalidade que o nimero de graus de liberdade da molécula (3N-6) onde N é

0 nimero de 4tomos e este tem que ser maior que 2.

A aproximacao de Born-Oppenheimer utilizada na SEP, afirma que os nucleos
de uma molécula apresentam o estado estacionarios em comparacao aos elétrons.
Esta aproximacao é importante pois simplifica a aplicacdo da equacéo de Schrodinger
nas moléculas, tratando assim os nucleos de forma classica. (“Potential Energy
Surface”, 2019).

A SEP pode definir a energia como uma funcdo de uma ou mais
coordenadas, onde se houver apenas uma coordenada, esta superficie € chamada de
curva de energia potencial ou perfil de energia. Este método representa os conceitos
de que a geometria dos &tomos das moléculas em uma reacgéo esta associada a uma

energia potencial caracteristica.

A energia de um sistema de dois atomos é dependente da distancia entre
eles. Quando temos uma grande distancia, a energia entre os atomos é zero, isto
significa que ndo existe interacdo entre estes atomos. Na maioria das distancias
presentes em um sistema, a energia atrativa é a predominante, exceto quando os
atomos se aproximam muito, neste caso a forca se torna repulsiva e isto aumenta a
energia do sistema (LOWER, 2016).

3.12 Potencial de Forgca Média

Quando o objetivo do estudo é obter informagdes sobre reagéo ou a estrutura
do estado de transigéo (TS) é necessario utilizar uma modelagem explicita da reacgéo.
Utilizando uma coordenada de reacao apropriada, utilizar os métodos de calculo de
energia livre baseados em amostragem se torna uma alternativa para os estudos de
processos de reacgdo se os calculos QM forem suficientemente rapidos. Tendo esse

objetivo em mente, em 1935 Kirkwood desenvolveu o potencial de forca média (PMF)
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de W(¢) ao longo de alguma coordenada ¢ (KIRKWOOD, 1935). Este método se
tornou um conceito chave na teoria estatistica moderna e é definido a partir da funcéo
de distribuicdo média:

{p($))

WE) =W(E)—KgTIn [m

Onde &*e W™ sdo as constantes arbitrarias. A funcéo de distribuicdo média ao

longo da coordenada &' é obtida da média ponderada de Boltzmann:

[ dR 6(¢'[R] — )e FoT
(&) = -
[ dRe KBT

Onde, U(R) é a energia total do sistema como funcéo das coordenadas R € o
termo ¢'[R] € uma funcéo que depende dos graus de liberdade presentes no sistema.
Como, as propriedades presentes no equilibrio conformacional ou a taxa de transicao
de processos dindmicos podem ser expressas em termos da funcdo W(¢), o PMF
apresenta uma boa quantidade e qualidade para os estudos de sistemas

macromoleculares.

Entretanto, nem sempre € possivel ter a amostragem necessaria para que o
PMF possa ser empregado de modo eficaz, sendo assim, é necessario utilizar uma
abordagem diferente, com uma amostragem mais aprimorada, este seria 0 método de
Umbrella Sampling (US). Neste método, define-se uma coordenada de reacéo, que
pode ser tanto um angulo diedro, angulo de ligacdo ou mesmo a distancia entre dois
atomos, onde restringe-se o sistema ao longo desta coordenada de reacdo usando

uma série de potenciais harménicos (Figura 7).
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Figura 7: Energia livre global (curva sélida espessa) e as contribuicdes Ai de algumas das janelas
(curvas tracejadas finas). Na parte inferior, as distribui¢cdes de polarizacao Pbi obtidas da simulacdo
sdo mostradas (curvas sélidas finas).
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Os potenciais harmOnicos sdo usados para restringir o sistema antes de

calcular a energia livre final que pode ser feita usando o método de analise de
histograma ponderado (WHAM, do inglés Weighted Histogram Analysis Method). Os
resultados obtidos nas diferentes janelas durante a reacdo, sdo agrupados e a

influéncia do potencial “guarda-chuva” é removida para que o PMF seja obtido.

Deste modo, para calcular a energia livre de ativacao ao longo da reacao, cada
sistema deve ser dividido em uma série de janelas ao longo da coordenada de reacdo
e a amostragem obtida nessas janelas deve ser conseguida através de um potencial
de polarizacdo externo. Assim, a amostragem em cada janela deve ter uma
sobreposicdo com janelas adjacentes para que o PMF possa ser reproduzido
removendo-se o potencial de polarizagdo. O potencial de polarizagdo externo u; na
janela i € uma funcdo harmonica u; = k;(r — ;)?, onde r; é a posicéo de referéncia, e

k; é a constante de forca harmonica.
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4 METODOLOGIA

4.1 ReacglOes

O estudo do mecanismo foi dividido em duas etapas. A primeira foi a
identificacdo do modo de reacdo para a primeira reacdo, que € a desprotonacéao da
Lisina 9, o qual poderia ser uma reacao por etapas, sendo a primeira reacao estudada
a transferéncia do atomo de hidrogénio da agua para a Tirosina 1154 como mostrado
na Figura 8a ou uma reagao onde a transferéncia ocorre simultaneamente entre a
agua e a Tirosina 1154 e da Lisina 9 para a agua como mostrado na Figura 8b, a
terceira reacdo estudada para esta transferéncia foi quando esta acontece de modo
direto da Lisina 9 para a Tirosina 1154 como mostrado na Figura 8c. A Figura 8d

mostra a reacao de transferéncia do grupo metil da molécula de SAM para a Lisina 9.

Figura 8: Reacao da transferéncia a) do Hidrogénio da 4gua para a TYR1154, b) do Hidrogénio da
LYS9 para a molécula de agua e da agua para a TYR 1154, c) do atomo de Hidrogénio da LYS9 para
a TYR1154 e d) do metil da molécula de SAM para a LYS9

a)
_/__‘\ @] +
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Para uma melhor descricdo das reacdes e das coordenadas utilizadas, a
reacdo de transferéncia do hidrogénio da agua para a TYR1154 (Figura 8a) foi
denominada de R1. A transferéncia LYS9 para agua e da agua praa TYR1154 (Figura
8b) foi chamada de R2. A reagao de transferéncia do hidrogénio da LYS9 para a
TYR1154 (Figura 8c) foi chamada de R3 e a reacéo de transferéncia do metil foi
denominada de R4 (Figura 8d). Para as coordenadas, as reacfes R1 e R2 tiveram 4
coordenadas monitoradas: a distancia do atomo de hidrogénio da molécula de agua
para o residuo de Tirosina (H2-OH); a distancia entre os &tomos de hidrogénio e o
oxigénio da propria agua (H2-OH2); a distancia entre o oxigénio da agua e o
hidrogénio da Lisina (OH2-HZ1) e a distancia entre o hidrogénio e o nitrogénio na
Lisina 9 (HZ1-NZ). Na reacdo R3, duas distancias apenas foram monitoradas, a
distancia do Hidrogénio da LYS9 para o Oxigénio da TYR1154 (HZ1-OH) e a distancia
do hidrogénio para o Nitrogénio da LYS9 (HZ1-NZ). Na reacdo R4, duas distancias
apenas foram monitoradas a distancia entre o carbono do grupo metil e o enxofre da
molécula de SAM (CE-SD) e a distancia entre o carbono do grupo metil e o nitrogénio
da Lisina (CE-NZ).

4.2 Preparacao do sistema

Para a realizacéo dos calculos das reacdes de transferéncia do hidrogénio e da
metilacdo da Lisina 9 da histona H3 as estruturas do ligante e da proteina foram
adquiridas no banco de dados PDB (Protein Data Bank) (BERMAN et al., 2002) onde
a estrutura cristalografia da proteina G9a e encontra-se com o cédigo 208J (WU et
al., 2010). Nesta estrutura encontramos além da proteina que foi determinada
utilizando a cristalografia de raio X com resolucéo de 1.8 A, também encontramos
o peptideo referente a regido de alca da histona H3 que sofre as modificacGes de
metilacdo e/ou acetilagdo e a molécula de S-Adenosyl-I-Homocysteine (SAH) (WU
et al., 2010).

A proteina G9a foi submetida ao calculo de pKa no servidor PropKa
(DOLINSKY et al., 2004), para obter os valores de protonacdo de cada residuo de

amino acido, esta verificagdo e importante para a preparacdo das corretas
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protonacdes de cada residuo, principalmente daqueles na regido proximas ao sitio

ativo.

A molécula de SAM e a Tirosina desprotonada tiveram as suas cargas
calculadas utilizando o programa gaussian09 (FRISCH et al., 2009) com método
Hartree—Fock (HARTREE; HARTREE, 1935) e a base 6-31G*. Este calculo foi usado

posteriormente para gerar os parametros dos ligantes para os sistemas.

Para a obtencdo dos sistemas para o programa pDynamo (FIELD, 2008) foi
necessario obter os parametros para a proteina e para os ligantes de acordo com o
campo de forca CHARMM22 (MACKERELL et al., 1998; MACKERELL; FEIG;
BROOKS, 2004) utilizando o servidor Charmm-Gui (BROOKS et al., 2009; JO et al.,
2008; LEE et al., 2016). Durante a criacdo do sistema, o mesmo foi solvatado
utilizando moléculas de 4gua em uma caixa octaédrica com um raio de 12 A a partir

do centro de massa do sistema e contra ions para neutralizar as cargas do sistema.

. A preparacao do sistema para a realizacdo do mecanismo no programa amber
(CASE et al., 2018), foi realizado utilizando o pacote AMBERTOOLS18 (CASE et al.,
2018). Os resultados obtidos com os célculos de carga dos ligantes foram utilizados
para a criacdo dos arquivos de biblioteca, contendo os parametros necessarios para
o célculo, utilizando o campo de forca gaff (WANG et al., 2004) no AMBERTOOLS18
€ 0S arquivos com o0s parametros improprios para os ligantes foram criados utilizando
o antechamber (WANG et al., 2006). Os parametros criados foram para a molécula de
SAM e para a Tirosina desprotonada, estes foram usados para a transferéncia do
atomo de hidrogénio da LYS9 para a TYR1154. Para a transferéncia do grupo metil
da molécula de SAM, foi usado os parametros desta molécula e o residuo de Lisina
foi denominado LYN, nomenclatura usada pelo campo de forca Amber para a forma
desprotonada deste residuo. Com os arquivos de biblioteca dos ligantes, o sistema foi
montado contendo os ligantes e a proteina, para isto o complexo foi criado utilizando
os campos de forca ffl4SB (MAIER et al., 2015) para a proteina e o gaff para os
ligantes, foi adicionado também os parametros criados pra os ligantes. Os atomos de
hidrogénio foram ent&o adicionados e o sistema foi solvatado utilizando moléculas de
agua do tipo TIP3P (JORGENSEN et al., 1983) em uma caixa octaédrica com um raio

de 12 A e contra ions foram adicionados para neutralizar as cargas do sistema.
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Ambos os sistemas ja solvatados e neutralizados foram entdo minimizados em
3 etapas, onde as duas primeiras etapas foram realizadas com 10000 ciclos sendo
2000 com gradiente conjugado (HESTENES; STIEFEL, 1952), sendo a primeira
minimizando apenas os hidrogénios, a segunda as aguas e contra ions, a Ultima
minimizacédo, para todos os atomos do sistema foi realizado com 10000 ciclos sendo
8000 com gradiente conjugado. Apdés a minimizacdo, os sistemas foram entdo
aquecidos de modo gradual até a temperatura de 300 K e equilibrado durante um
tempo de 500 ps a volume constante, o raio de corte para as interagdes de longa
distancia foi de 10 A.

4.3 SEP

Os calculos com a técnica de SEP realizado no programa pDynamo foram feitos
para todas as reacdes, o sistema inicial usado foi o gerado no servidor Charmm-gui.
Para todos os sistemas uma forca de 500 kJ mol* A2 foi utilizada na coordenada de
reacao para forcar o movimento das coordenadas. As reacdes foram realizadas
utilizando os métodos AM1, AM1D, PM3, PM6 e RM1

Na transferéncia do atomo de hidrogénio para a Tirosina o incremento entre 0s
passos foi de -0,05 A e o raio de corte utilizado foi de 14 A e o sistema passou por
uma etapa de minimizacgao inicial usando 9000 passos. A regido quantica para a
transferéncia do hidrogénio foi a molécula de agua, a Lisina 9 e a Tirosina 1154 (Figura
9).



50

Figura 9: Regido definida como quantica para as reacdes de transferéncia do atomo de Hidrogénio

usando o pDynamo.
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A reacdo de transferéncia do hidrogénio H2 da agua para o oxigénio (OH) da
Tirosina 1154 foi realizado com 50 passos de reacdo e a distancia inicial entre a
molécula de agua e a Tirosina 9 foi definida em 3,4 A e os hidrogénios do nitrogénio
NZ da Lisina 9 foram fixados com uma forga de 300 kJ mol* A2, Para a transferéncia
do hidrogénio da Lisina 9 para a agua enquanto ocorre a transferéncia da molécula
da agua para a Tirosina 1154 foi realizado um total de 2000 pontos, sendo 50 pontos
na coordenada da agua para a Tirosina com distancia inicial de 3,4 A e 40 pontos da
Lisina 9 para a agua com distancia inicial de 2,0 A. Para a transferéncia do hidrogénio
direto da Lisina 9 para a Tirosina 1154 foi calculado 120 pontos (exceto o método
AM1D que precisou s6 de 80 pontos), a distancia inicial foi definida em 3,0 A. Nestas
reagOes, o atomo HZ3 foi selecionado como o hidrogénio a ser transferido, 0os outros

hidrogénios foram fixados com uma forga de 300 kJ mol* A2 e uma distancia de 1 A.

No calculo de reacédo da transferéncia do grupo metil da molécula de SAM para
a Lisina 9, a distancia inicial foi definida em 2,0 A. Para esta reacéo a forca utilizada
na coordenada de reagdo foi de 500 kJ molt A2 e o incremento na coordenada de

reacéo foi definida em -0,1 A durante 50 passos, o raio de corte utilizado foi de 14 A e
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0 sistema passou por uma etapa de minimizacao inicial usando 9000 passos. A regido
guantica utilizada para a transferéncia do grupo metil foi definida sendo a Lisina 9 e
os atomos CE,SD,CG,C5’ da molécula SAM (Figura 10).

Figura 10: Regido definida como quéntica para a transferéncia do grupo metil.

SAM£ ¢

4.4 PMF

Os calculos com a técnica de PMF realizado no programa pDynamo foram
feitos para as reacdes de transferéncia do hidrogénio da Lisina 9 para a Tirosina 1154
e do metil da molécula de SAM para a Lisina 9, o sistema inicial usado foi 0 mesmo
usado para o célculo de SEP. Para todos os sistemas uma for¢a de 500 kJ molt A2
foi utilizada na coordenada de reacdo. As reacfes foram realizadas utilizando os
métodos AM1, AM1D, PM3, PM6 e RM1

Na transferéncia do &tomo de hidrogénio para a Tirosina o incremento entre 0s
passos foi de -0,05 A e o raio de corte utilizado foi de 14 A e o sistema passou por
diversas etapa de minimizacdo usando 9000 passos com o0s algoritmos steepest
descent (HOLTZER, 1954) e gradiente conjugado, apos o fim da minimizacdo, o
sistema foi aquecido até 300 K e posteriormente equilibrado durante 5 ps. Os dados
de trajetdria foram coletados em um periodo de 10 ps de dindmica molecular . A regido
guantica para a transferéncia do hidrogénio foi a molécula de agua, a Lisina 9 e a
Tirosina 1154 (Figura 9).
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Para a transferéncia do hidrogénio direto da Lisina 9 para a Tirosina 1154 foi
calculado 80 pontos e a distancia inicial foi definida em 2,2 A. Nesta reac&o, o atomo
HZ1 foi selecionado como o hidrogénio a ser transferido, os outros hidrogénios foram
fixados com uma forga de 300 kJ mol'* A2 e uma distancia de 1 A.

No célculo de reacao da transferéncia do grupo metil da molécula de SAM para
a Lisina 9, a distancia inicial foi definida em 2,0 A. Para esta reacéo a forca utilizada
na coordenada de reacéo foi de 500 kJ mol'* A2 e o incremento na coordenada de
reacao foi definida em -0,1 A durante 40 passos, o raio de corte utilizado foi de 14 A e
0 sistema passou por diversas etapa de minimizacdo usando 9000 passos com 0S
algoritmos steepest descent e gradiente conjugado, o sistema foi entdo aquecido até
300 K e posteriormente equilibrado durante 5 ps. Os dados de trajetoria foram
coletados em um periodo de 10 ps de dindmica molecular. A regido quantica utilizada
para a transferéncia do grupo metil foi definida sendo a Lisina 9 e os atomos
CE,SD,CG,C5’ da molécula SAM (Figura 10).

Os resultados foram analisados utilizando o método de anélise de histograma
ponderado utilizando o programa WHAM.(GROSSFIELD)

45 AMBER

A simulacéo da transferéncia do hidrogénio do residuo de Lisina para a Tirosina
foi realizada com um total de 80 passos onde o incremento em cada passo foi de 0.05
A e a distancia inicial foi determinada a -2,5 A. Para cada passo desta reacéo, a
temperatura foi definida em 300 K a pressao constante. Em cada um dos passos foi
realizado 5000 passos de dinamica molecular com um intervalo de tempo de 1 fs e as
trajetérias foram escritas a cada 100 passos e regido de corte de 12 A. A regifo
guantica foi definida envolvendo todo o residuo de Lisina e da Tirosina (Figura 11),
com a regi&o de corte de 8 A para a regi&o quantica, e o algoritmo Shake (RYCKAERT;
CICCOTTI; BERENDSEN, 1977) foi removido durante o calculo QM/MM para estes
atomos e os valores de distancia e energia foram salvos a cada ponto. Cada reacéo
foi realizada utilizando os métodos AM1, AM1/d, PM3, PM6 e RML1.
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Figura 11: Regido definida como quantica para a transferéncia do hidrogénio no programa AMBER18
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Para a simulacao do mecanismo da transferéncia do grupo de metil da molécula
de SAM para o residuo de Lisina, foram realizados 50 passos de reacdo com intervalo
de -0.1 A onde a distancia inicial foi de 2,5 A. Os parametros utilizados nesta reacéo
foram os mesmos utilizados para a transferéncia do hidrogénio, a parte quéantica
definida para a reacdo de metilacéo foi a cadeia lateral da LYS9 e parte da molécula
de SAM (atomos CE,SD,CG,C5’) (Figura 10). Cada reacéo foi realizada utilizando os
métodos AM1, AM1/d, PM3, PM6 e RM1.

Os resultados foram analisados utilizando o método de andlise de histograma

ponderado utilizando o programa WHAM
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho foram baseados considerando os valores de
barreira e energia livre obtidas por HU em 2008 realizado para a proteina SET7/9 que
apresentou uma barreira de ativacéo de 35,15 kJ/mol para a desprotonacgéo da Lisina
4 com uma energia livre de -77,4 kJ/mol determinada por Zhang em 2007 e uma
barreira de 87,45 kJ/mol para a transferéncia do grupo metil. Usando esta proteina
analoga como base, usamos como valor de referéncia para a transferéncia do grupo
metil o valor de 72,8 kJ/mol baseando-se no valor experimental de kCat calculado, e
o valor para a desprotonacao da Lisina 9 com barreira de 25,1 kJ/mol.

O primeiro teste realizado foi determinar o modo de reacéo para a transferéncia
do hidrogénio do residuo de Lisina para a Tirosina, a reacao de transferéncia do
hidrogénio da agua para o residuo TYR1154 (R1) usando os métodos AM1, AM1D,
PM3, PM6 e RM1, estes métodos foram usados com a técnica de superficie de energia
potencial (SEP) para analisar esta teoria para a desprotonacédo da Lisina 9. Deste

modo, foi testado esta etapa de uma possivel rea¢éo por etapas.

Os calculos realizados no programa pDynamo como descrito, apresentaram o0s
resultados mostrados na figura 12 onde os graficos referentes a cada um dos métodos
foram postados juntos, a tabela 1 apresenta os valores de energia para cada um
destes métodos. Os graficos e os valores de energia apresentados por esta reacéo,
mostraram que apenas o0 método PM6 apresentou um valor de energia negativa, com
uma energia livre de -26,32 kJ/mol, entretanto, este método é também aquele que
apresentou a maior barreira de energia, com um valor de 83,09 kJ/mol, o qual € muito
maior do que o esperado baseando-se nos valores experimentais. Os outros métodos
todos apresentaram valores de energia positivas, sendo que para sistemas analogos
observamos que a desprotonacdo da Lisina € um processo que libera energia, deste

modo estes sistemas ndo apresentaram uma boa descricao da reacéao.
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Figura 12: Grafico de energia para a transferéncia do atomo H2 da agua para a o atomo OH da

Tirosina usando o SEP.
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Tabela 1: Valores de barreira de energia e energia livre para a reacao de transferéncia do hidrogénio

da &gua para a Tirosina em kJ/mol.

Método Ea AH
AM1 55,56 5,48
AM1D 37,91 35,82
PM3 43,05 41,17
PM6 83,09 -26,32
RM1 58,07 58,07

Ao observarmos as estruturas para o método PM6, que foi 0 que apresentou o
melhor resultado, observamos que as coordenadas O1-H1 e H1-O2 tiveram uma
grande variacao entre o reagente e o TS, enquanto a coordenada O2-H2 teve uma
pequena aproximagao entre estes mesmos estados, a coordenada H2-N se manteve
praticamente inalterada entre os estados. Quando observamos a variagao para chegar
no produto, ocorreu mais um afastamento entre a coordenada H1-O2 e um
afastamento na coordenada H2-N, para a coordenada O2-H2, ocorreu uma

aproximacéo entre estes atomos e a coordenada O1-H1 a distancia se manteve
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constante, essa variagcdo das coordenadas pode ser observada na figura 13 e na
Tabela 2

Tabela 2: Distancias observadas durante a reagdo da transferéncia do hidrogénio da agua para a

Tirosina com o0 método PM6 no Reagente, TS e produto (valores em A).

H2-OH H2-OH2 OH2-HZ1 HZ1-NzZ

Reagente 1,7 1,0 2,2 1,0
TS 1,0 3,0 1,8 1,1
Produto 1,0 3,9 1,2 1,3

Figura 13: Estruturas de Reagente, TS e produto para a transferéncia do hidrogénio da 4gua para a

Tirosina com o método PM6 na SEP
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A figura 13 mostra que ocorreu a quebra de ligagdo do atomo HZ1 apods o

REAGENTE TS

estado de transicdo, esta quebra e a formacao da ligacdo do atomo HZ1 da Lisina
com o atomo OH2 da molécula de agua, foi a responsavel pela reducao da energia do
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sistema. Um fator a se observar é que a ligacdo do &tomo HZ1 com o atomo NZ foi
fixado com uma energia de 300 kJ/mol, o que mostra que este sistema nao foi eficaz
de descrever esta reacdo, sendo assim a reacao de desprotonacao por etapas nédo é
viavel. Com esta informacdao, foi testado uma a reacdo de desprotonac¢do de modo
concertado, quando ocorre a transferéncia simultaneamente do atomo da agua para

a Tirosina e da Lisina para a agua.

Esta reacéo foi calculada utilizando o SEP em 2D, ou seja, movendo as duas
coordenadas simultaneamente. O resultado mostrou que os métodos AM1D, PM3 e
RM1 foram aqgueles que apresentaram uma liberacdo de energia no sistema, sendo
os trés com valores de energia negativas, como observados na tabela 3. A figura 14
mostra os graficos relacionados a cada uma das reacdes, para este sistema
concertado, € necessario que o sistema apresente um vale para os reagentes, um
topo para o TS e um novo vale para os produtos, esta caracteristica € melhor
observado no método AM1D. A regido onde esta o reagente neste grafico € nas
coordenadas de 2.6 A para a coordenada H2-OH e 2.7 A para a coordenada OH2-
HZ1 e os produtos na coordenada aproximada a 1 A. Observando os valores de
energia mostrados na tabela 3 vemos que o método AM1D apresentou um valor de
barreira bem elevado enquanto o método PM3 foi aquele que apresentou um valor
mais proximo ao esperado para a reacado de transferéncia do hidrogénio, com um valor
de 35,73 kJ/mol, que é um pouco maior que o esperado como descrito no comeco dos

resultados, que € de 25,10 kJ/mol.

Tabela 3: Valores de barreira de energia e energia livre para a reacéo de transferéncia do hidrogénio
usando a SEP 2D em kJ/mol.

Método Ea AH
AM1 90,96 94,10
AM1D 69,33 -77,07
PM3 35,73 -84,01
PM6 3582 16,82
RM1 124,52 -30,33
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Figura 14: Gréfico de energia para a desprotona¢éo da LYS9 com a molécula de agua e usando a
SEP 2D
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Coordenada H2-OH

Ao observarmos a figura 15 e a tabela 4, observamos que a molécula de agua
se aproxima dos amino acidos e se orienta de modo a ter o hidrogénio H2 orientado
para o oxigénio da Tirosina. Este sistema se aproxima ainda mais quando a reagao
se move em direcdo ao estado de transi¢cdo, isto € observado na tabela 4, visto que
as distancias nas coordenadas H2-OH e OH2-HZ1 diminuem de 2,8 A e 2,0 A para

1,8 A e 1,5 A respectivamente, esta aproximacao cria a orientacdo para a transferéncia
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dos atomos de hidrogénios que continua, ligados as suas moléculas. O produto por
outro lado, mostra um afastamento da molécula de agua apdés a transferéncia dos
atomos de hidrogénio, porém é possivel observar que os atomos de hidrogénios foram

transferidos quando observamos as distancias nesta etapa.

Tabela 4: Distancias observadas durante a reacao da transferéncia do hidrogénio usando a SEP 2D

com o método PM6 no Reagente, TS e produto (valores em A).

H2-OH H2-OH2 OH2-HZ1 HZ1-NZ

Reagente 2,8 1,0 2,0 1,0
TS 1,8 1,0 15 1,0
Produto 1,0 3,2 1,0 4.8

Figura 15: Estruturas de Reagente, TS e produto para a transferéncia do hidrogénio usando a SEP 2D
com o0 método PM6.
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A transferéncia do atomo de hidrogénio via uma molécula de 4gua se mostrou
um resultado promissor usando o méetodo PM3, porém, foi observado que o atomo de
hidrogénio da Lisina se aproximou da Tirosina e poderia ser transferido diretamente,
deste modo, esta teoria foi testada. A reacdo testada posteriormente para a
desprotonacao da Lisina foi a transferéncia direta para a Tirosina, neste sistema foi
realizados calculos usando a SEP, o PMF e o calculo de mecanismo no programa
AMBER.

A reacdo de desprotonacdo da Lisina com a transferéncia do préton pra
Tirosina demonstrou que os métodos PM6 e RM1 ndo apresentaram uma boa
descricdo do sistema usando a SEP. O método PM6 nao apresentou uma reducdo na
energia, se elevando até o fim da simulacdo, enquanto o RM1 apresentou uma
reducdo que poderia ser um produto, porém com uma energia muito maior que o
reagente, por outro lado o método PMS3 foi o melhor resultado (Figura 16). O método
PM3 na SEP apresentou uma barreira de energia de 55,06 kJ/mol e uma energia livre
de -39,79 kJ/mol (Tabela 5), estes valores foram bem maiores que o esperado para
esta reacdo, entretanto, os resultados mostraram que esta reacdo foi possivel

utilizando a técnica SEP.

Figura 16: Gréafico de energia para a desprotonacéo da LYS9 diretamente para a Tirosina usando a

SEP
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ApGs a realizacéo dos célculos com a SEP, os mesmos sistemas foram usados
para refazer o célculo s6 que desta vez usando a técnica de PMF. Para o PMF, o
sistema que apresentou um melhor resultado foi o realizado com o método AM1, que
apresentou uma barreira de 23,39 kJ/mol, que € proxima aos 25 kJ/mol que €é o valor
esperado para esta reacdo, este sistema apresentou também uma energia livre de -
57,53 kJ/mol (Figura 17). Os outros métodos todos apresentaram valores de energia
negativas para a energia livre de reacdo, e as barreiras foram menores que a
encontrada no método AM1 (tabela 5), deste modo, o PMF descreveu a reacdo, mas
Nao conseguiu descrever corretamente os valores de barreira de energia, mas estes
resultados levantam mais informacdes quanto a esta reacdo de forma direta, e para

ter um resultado a mais, o sistema foi executado utilizando o programa AMBER.

Figura 17: Grafico de energia para a desprotonacdo da LYS9 diretamente para a Tirosina usando a
PMF
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Os resultados utilizando o programa AMBER mostrou que todos os métodos
descreveram a reagdo, observamos na figura 19 e 20 que todos os métodos

apresentaram o caminho de reacdo. Os valores de energia mostrados na tabela 6
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mostram que os sistemas PM6 e RM1 foram aqueles que apresentaram um melhor
valor, sendo ambos muito préximos do esperado para esta desprotonacao (25 kJ/mol).
Entretanto, o valor de energia livre do método PM6 se apresentou de maneira anormal
quando comparada com os outros métodos, com -303 kJ/mol de energia livre. Ao
observar as outras barreiras de energia (métodos AM1, AM1D e PM3), estes
apresentaram um padrdao semelhante no grafico de energia (Figura 18) e obtiveram
barreiras de energia préximas umas as outras. Este fato, demonstra que o amber
conseguiu descrever bem as reacdes de transferéncia do atomo de hidrogénio,
mesmo que falhe em descrever com tanta precisdo a energia livre, visto que o método

PM6 se mostrou bem discrepante (Figura 19).

Figura 18: Grafico de energia para a desprotonacao da LYS9 diretamente para a Tirosina usando o

AMBER
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Figura 19: Grafico de energia para a desprotonacéo da LYS9 diretamente para a Tirosina usando o
AMBER e 0 método PM6
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Tabela 5: Valores de barreira de energia e energia livre para a reacdo de transferéncia do hidrogénio

direto da Lisina para a Tirosina em kJ/mol.

Método SEP PMF AMBER
Ea AH Ea AH Ea AH
AM1 13,01 -138,62 23,39 -57,53 40,92 -61,71
AM1D 7,82 -193,38 12,64 -21,88 45,15 -18,87
PM3 55,06 -39,79 6,95 -63,30 38,79 -65,35
PM6 87,19 87,19 8,16 -20,25 27,82 -303,72
RM1 70,50 49,04 7,87 -39,79 27,15 -22,30

As estruturas selecionadas destes resultados mostraram que a descricdo da
reagao de desprotonacao da Lisina teve a mesma caracteristica usando as diferentes
técnicas nos diferentes programas e métodos. Foi observado em todos os sistemas
gue o atomo de hidrogénio se orienta para o &tomo OH da Tirosina, para que ocorra

a transferéncia (Figura 20,21 e 22). Na tabela 6 os valores das distancias entre os
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atomos sdo mostrados e vemos que usando a SEP, a distancia inicial entre os atomos
HZ1 da Lisina com o atomo OH da Tirosina foi a menor entre os resultados, com uma
distancia inicial de 1.8 A (Figura 20). Quando é observado as estruturas selecionadas
do PMF (Figura 21) e do programa AMBER (Figura 22), observamos que ambos 0s
programas apresentaram caracteristicas bem proximas quanto as distancias, tendo
tanto a distancia inicial quanto a final bem préximas em ambos os resultados. A tabela

6 mostra estes valores de distancia.

Figura 20: Estruturas de Reagente, TS e produto para a transferéncia do hidrogénio diretamente da

Lisina para a Tirosina com o método PM3 usando a SEP.
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Figura 21: Estruturas de Reagente, TS e produto para a transferéncia do hidrogénio diretamente da

Lisina para a Tirosina com o método AM1 usando o PMF.
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Figura 22: Estruturas de Reagente, TS e produto para a transferéncia do hidrogénio diretamente da

Lisina para a Tirosina com o método AM1 usando o programa AMBER
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Tabela 6: Distancias observadas durante a reacao da transferéncia do hidrogénio diretamente da
Lisina ara a Tirosina no Reagente, TS e produto (valores em A).

OH-HZ1 HZ1-NZ

Reagente 1,8 1,0

SEP TS 1,5 1,2
Produto 1,0 1,9

Reagente 3,2 1,0

PMF TS 1,5 1,2
Produto 1,0 2,5

Reagente 3,4 1,0

AMBER TS 14 1,3

Produto 1,0 2,4
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Os resultados obtidos demonstraram que esta € uma possivel reacao para a
desprotonacao da Lisina, visto que as estruturas obtidas foram bem consistentes e
com valores de energia proximas ao esperado, principalmente as obtidas no programa
AMBER e no método AM1 do PMF. Com estes resultados, foi realizado o calculo para

a transferéncia do grupo metil da molécula de SAM para a Lisina desprotonada.

A reacédo de transferéncia do grupo metil da molécula de SAM para a Lisina
desprotonada com a SEP mostrou que todos os métodos foram efetivos para
descrever a reacdo. O método AM1D foi aquele que apresentou o melhor resultado
(Figura 23) com uma barreira de energia de 69,33 kJ/mol e uma energia livre de -
77,07 kd/mol (Tabela 7), este valor de energia foi bem préximo ao esperado baseando-
se nos resultados experimentais, que seria de 72,8 kJ/mol. Os outros métodos usados
conseguiram descrever a reacdo, entretanto com um valor maior de energia para a

barreira.

Figura 23: Grafico de energia para a transferéncia do grupo metil usando a SEP.
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Com estes resultados, os mesmos sistemas foram usados para refazer o
calculo usando a técnica de PMF. Os resultados para o PMF foi que o sistema que
apresentou um melhor resultado foi o realizado com o método PM6, que apresentou
uma barreira de 73,14 kJ/mol, o qual é extremamente proxima aos 72,8 kJ/mol
calculados utilizando o valor de kCat experimental (Figura 24), o valor de energia livre
para este resultado foi de -50,12 (tabela 7). Os outros métodos apresentaram uma
variagdo tanto nos valores da barreira quanto na energia livre, entretanto, todos
descreveram bem a reacgdo, tendo o PM3 apresentado valores proximos ao PM6 e
consequentemente ao experimental (tabela 7), deste modo, o PMF descreveu a
reacdo, com uma boa precisdo nos resultados, principalmente para o método PM6,

com um valor bem préximo ao experimental.

Figura 24: Grafico de energia para a transferéncia do grupo metil usando o PMF.
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Os resultados utilizando o programa AMBER mostrou que, assim como o SEP
e o0 PMF, todos os métodos apresentaram o caminho de reacdo e descreveram a
reacao. Os valores de energia mostrados na tabela 7 mostra que o sistema PM6 foi
aqueles que apresentaram um melhor valor, entretanto o valor de 52,30 kJ/mol foi bem
menor do que o esperado baseando-se no valor experimental e a energia livre deste

sistema foi de -228,45 kJ/mol. Ao observar as barreiras dos demais métodos, estes
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apresentaram uma grande variacdo na energia (Figura 25) e todos apresentaram
valores de energia livre com uma grande variacdo e com valores bem distintos dos
observados no PMF (tabela 7). Este fato, demonstra que o amber conseguiu realizar
as reacoes de transferéncia do grupo metil porem os valores energéticos para 0s
sistemas ndo foram satisfatérios quando comparados com as outras técnicas usadas

e com o experimental.

Figura 25: Grafico de energia para a transferéncia do grupo metil usando o programa AMBER.
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Tabela 7: Valores de barreira de energia e energia livre para a reacdo de transferéncia do grupo metil
em kJ/mol.

Método SEP PMF AMBER
Ea AH Ea AH Ea AH
AM1 107,07 -123,93|86,11 -28,83|99,54 -107,11
AM1D 69,33 -77,07 |111,17 -20,59|103,51 -150,71
PM3 91,04 -123,39 82,42 -53,35|138,91 -156,82
PM6 120,25 -122,80| 73,14 -50,12|52,30 -228,45
RM1 90,79 -166,94 91,84 -40,63| 104,85 -124,85
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As estruturas selecionadas dos resultados de transferéncia do grupo metil
mostraram que a descricdo da reacdo mostra diferencas entre as metodologias
utilizadas. Na SEP e no PMF, as estruturas de reagente, TS e produto foram similares,
como visto nas figuras 26 e 27, em ambos 0s casos, a estrutura de transi¢cao esta com
0 grupo metil proximo ao meio da coordenada entre os atomos NZ da Lisina e SD da
molécula de SAM. Além disso, o grupo metil apresenta uma estrutura mais planar
neste ponto de transicdo e os &tomos SD, CE e NZ estdo alinhados para a
transferéncia do grupo metil, as distancias sdo mostradas na tabela 8. Para o resultado
do AMBER foi observado que o grupo metil se deslocou durante a reacéo, e o estado
de transicao ficou mais distante do atomo SD da molécula SAM como observado na
figura 28, este deslocamento foi responsavel por uma mudanca nas coordenadas da
reacao, e por isto o programa AMBER n&o descreveu bem as energias para o sistema.

Figura 26: Estruturas do Reagente, TS e produto para a transferéncia do grupo metil com o método
AM1D usando a SEP.
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Figura 27: Estruturas do Reagente, TS e produto para a transferéncia do grupo metil com o método
PM6 usando a PMF.
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Figura 28: Estruturas do Reagente, TS e produto para a transferéncia do grupo metil com o método

PM6 usando o programa AMBER
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Tabela 8: Distancias observadas durante a reacdo da transferéncia do grupo metil no Reagente, TS e

produto (valores em A).

SD-CE CE-Nz

Reagente 1,7 2,9

SEP TS 2,2 2,4
Produto 3,2 1,4

Reagente 1,7 3,7

PMF TS 2,1 2,2
Produto 3,4 15

Reagente 1,7 4,1

AMBER TS 2,9 2,2

Produto 4.1 15
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6 CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo estudar a reacao de metilacdo da Lisina 9 da
histona H3, e foi estudado as reacdes de desprotonacao da Lisina 9 através do estudo
de 3 possiveis reacdes, por etapas ou concertada através de uma molécula de agua
e a transferéncia direta para o residuo de Tirosina 1154, e a posterior metilacdo deste

mesmo aminoacido onde a molécula de SAM foi o doador do grupo metil.

Os resultados mostraram que para a desprotonacédo da Lisina, o sistema néo
foi satisfatorio para a reagdo por etapas, visto que 0s sistemas ndo apresentaram
valores de energia coerentes quando comparados com a literatura. Para a reacéo
concertada, foi observado que este sistema pode ser um caminho de reacdo,
entretanto, a energia observada (Ea= 35,73 kJ/mol) foi maior que a esperada baseada
na literatura (Ea=-25 kJ/mol). O ultimo sistema testado foi a transferéncia direto e este
mostrou um bom valor para a reacdo quando o sistema foi executado usando o
programa AMBER com o método RM1 (Ea= -27,15 kJ/mol), deste modo, o resultado
para a desprotonacdo mostrou que a melhor possibilidade para esta rea¢do é uma
transferéncia direta da Lisina 9 para a Tirosina 1154 e que o programa amber € 0
melhor para descrever esta reacdo. Para a reacdo de metilacdo da Lisina, os
resultados mostraram que o método PM6 com a técnica de PMF conseguiu descrever
bem a reacédo, com uma barreira de -73,14 kJ/mol enquanto a literatura mostra que a
barreira é de -77,40, obtido através do kCat da reacao.

Este resultado mostra que os métodos computacionais descreveram bem estas
reacoes e assim podem ser usados para analises das reacdes de metilagdo tanto da
proteina G9a quanto para outras proteinas metiltransferase. Outro ponto de
importancia para estes resultados € ajudar no entendimento das reacdes de
desprotonacao do amino acido de Lisina das Histonas e para a metilacao, o qual pode
ser utilizado para o desenvolvimento de novos estudos paras esta familia de proteinas

e possiveis farmacos para estas proteinas.
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