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Resumo: Este estudo tem como propésito a avaliagao da estabilidade estrutural de mi-
crossatélites, sequéncias de repeticoes de nucleotideos no DNA, mediante a investigagao de
possiveis correlagoes entre a instabilidade energética dessas estruturas e sua predisposicao a
algumas doengas genéticas. Para atingir esse objetivo, serao realizadas simulagoes computa-
cionais por meio métodos de Dindmica Molecular classica e métodos quanticos. A abordagem
metodologica adotada compreendera uma anélise detalhada das propriedades estruturais e
dindmicas dos microssatélites em diversos contextos energéticos, permitindo uma avaliagao
abrangente de sua estabilidade genética. Este estudo pretende contribuir para o entendi-
mento dos mecanismos subjacentes & variabilidade genética associada aos microssatélites,
potencialmente fornecendo insights valiosos para a compreensao de processos biologicos re-
lacionados a instabilidade gendémica e suas implicagbes em contextos de satide humana.
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Abstract:  This study aims to assess the structural stability of microsatellites, which are
sequences of repeated nucleotides in DNA, by investigating potential correlations between the
energetic instability of these structures and their predisposition to some diseases. To achieve
this objective, computational simulations will be carried out using classical Molecular Dy-
namics and quantum methods. The methodological approach adopted will involve a detailed
analysis of the structural and dynamic properties of microsatellites under various energetic
contexts, enabling a comprehensive assessment of their genetic stability. This study aims
to contribute to understanding the underlying mechanisms of genetic variability associated
with microsatellites, potentially providing valuable insights into biological processes related
to genomic instability and their implications in human health contexts.
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1 Introducao

Nos tltimos anos, a pesquisa sobre microssatélites tem desempenhado um papel fundamental na genética
molecular, proporcionando insights valiosos sobre a variabilidade genética e suas implicacoes biologicas(V).
Este trabalho se inspira na tese de Larissa Lima do Espirito Santo(®), intitulada ’Aplicacdo de métodos
semiempiricos ao estudo da estrutura eletrénica de compostos bioativos’ para explorar a instabilidade
genética de microssatélites de DNA. O estudo da tese analizou duas partes distintas: a primeira focada na
analise de estrutura-atividade em compostos anticancerigenos utilizando métodos de indices eletronicos,
e a segunda, que investigou a estabilidade genética de sequéncias de microssatélites usando o método
AMBER, na qual foi foco dessa pesquisa.

O DNA, acido desoxirribonucleico, € uma macromolécula fundamental que armazena e transmite
informagoes genéticas em todos os organismos vivos. Estruturalmente, o DNA é composto por duas
cadeias complementares dispostas em uma dupla hélice, formadas por nucleotideos. Cada nucleotideo é
composto por trés componentes principais: um grupo fosfato (negativamente carregado), uma pentose
(agucar de cinco carbonos) e uma base nitrogenada. As quatro bases nitrogenadas encontradas no DNA
sdo adenina (A), timina (T), citosina (C) e guanina (G). A adenina se emparelha sempre com a timina,
e a citosina sempre com a guanina, estabelecendo a complementaridade das cadeias de DNA.

2 Microssatélites

Os microssatélites, também conhecidos como SSRs (Simple Sequence Repeats), sdo sequéncias de nu-
cleotideos curtas (geralmente de 1 a 6 pares de bases) que se repetem em tandem em varias regides do
genoma. Essas sequéncias dindmicas sao particularmente prevalentes em regides nao codificantes do DNA,
como introns e regioes regulatoérias, e sao conhecidas por sua alta variabilidade devido a taxa elevada de
mutacoes na expansao ou contracdo das repeticdes durante a replicacdo do DNA.3

Compreender a instabilidade genética de microssatélites é crucial para diversas areas da biologia e
medicina, incluindo a genética populacional, estudos filogenéticos, e a investigacdo de doencas genéticas
associadas a defeitos na reparacdo de DNA. No DNA, durante a reproducoes de novas células ocorrem
erros durante o processo de replicagao (1 a cada 10° copiados) que produz um erro na transmissao que
pode adquirir um carater permanente (mutagoes). A instabilidade de microssatélites esta diretamente re-
lacionada a vérias sindromes genéticas(*%, conhecidas como sindromes de instabilidade de microssatélites
(MSI), que podem predispor individuos a canceres hereditarios e outras condigdes genéticas.

A partir disso, o foco desse estudo se torna fazer uma analise que correlaciona a estabilidade
genética de microssatélites e a aparicao de mutagoes no codigo genético.
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Figura 1: Demonstracao de alguns tipos de mutacao. Figura adaptada da referéncia Figura 2.



3 Metodologia
No estudo de microssatélites a abordagem mais utilizada é a estatistica”, porém no estudo feito foi
utilizado-se a abordagem da estabilidade energética. Para isso utilizamos a analise de estrutura-atividade.

No estudo de estrutura-atividade utilizamos diversos métodos, tais como mecéanica molecular®,
dindmica molecular e métodos quanticos para testar nossas hipoteses.

A mecanica molecular é uma aproximagao para se calcular a energia molecular de um sistema,
nela utilizamos a funcao de energia potencial que descreve as interagoes entre um conjunto de atomos
especificados por suas coordenadas cartesianas (campos de forga) que varia de acordo com método de
M.M escolhido (Cada método possui um campo de forga parametrizado para cada tipo de molécula)

E(est) = E(lig) + E(ang) + E(die) + E(vdW) + E(ele)

Nessa expressdo separamos as energias de atomos ligados por potenciais do tipo “mola” (Energia
de estiramento, deformagdes angulares e rotagoes internas em torno de ligagoes simples) e a energia de
atomos nao-ligados (Potencial de van der Waals e Eletrostética). A soma de todos esses termos constitui
a energia estereoquimica do sistema que fornece uma estrutura molecular de minima energia. Também
podemos adicionar mais um termo referente as pontes de hidrogénio (Eh) se estivermos lidando com DNA
(método AMBER -referéncia AMBER).

As superficies da energia potencial sao complexas, apresentando varios minimos locais que aumen-
tam com o nimero de graus de liberdade do sistema, e normalmente é necessario uma anélise extensiva
de todas as conformagoes moleculares que hé equagao permite. Para contornar esse problema utilizamos
a Dinamica Molecular, que consiste em resolver as equagoes de Newton, normalmente podemos escrever
a equagao abaixo (para forgas conservativas):

dEnergia Potencial I
dLL'Z‘ Z

Nela derivamos a expressao de energia potencial em relacao as posigoes atOmicas e obtemos o
somatorio de forgas que atuam na molécula e, através disso, aplicamos as leis de Newton e obtemos a
evolugao das posigoes atomicas que nos dao as conformacoes do sistema.

A partir das simulagoes de Dinamica Molecular, podemos extrair diversas propriedades fisicas e
quimicas do sistema estudado, como energia livre, entalpia, entropia, e constantes de equilibrio. Esses
dados sao essenciais para compreender a estabilidade energética dos microssatélites e sua relacao com a es-
trutura molecular. Além disso, as simulagoes nos permitem observar possiveis mudangas conformacionais
e interagoes intermoleculares que podem ser fundamentais para a estabilidade dos microssatélites.

Para avaliar se os microssatélites realmente desempenham papel na instabilidade genética, parti-
mos do principio de que um sistema mais energético tende naturalmente a buscar um estado de menor
energia, indicando que sistemas com maior energia sdo mais instaveis”. Dessa maneira, nos propomos
a analisar varias permutacoes de sequencias de DNA, tanto completamente aleatérias quanto contendo
microssatélites. Comparando estas sequéncias procuramos determinar se a redugao na aleatoriedade do
sistema resulta em um aumento na energia total. Isso nos permitird inferir a correlacao entre a pre-
senca de microssatélites e a instabilidade genética, baseada nas variagdes energéticas observadas entre as
diferentes sequéncias de DNA.

Para o presente estudo, utilizamos inicialmente o software Avogadro '° para construir uma sequén-
cia de nucleotideos aleatoria, configurada na conformagao de dupla-hélice do DNA na forma B, contendo
10 bases nucleotidicas (ACCAACCAAC). Em seguida, geramos um arquivo .xy dentro do préprio Avo-
gadro, contendo todas as posicoes e conformacoes dos atomos da fita de DNA. Este arquivo foi entéo
exportado para o software MOPAC onde a geometria dos fragmentos do DNA foi otimizada 13, Utili-
zamos entao as geometrias otimizadas no MOPAC para calcular energias configuracionais no SAMSON,
que descreve melhor os contribuigoes das forcas de van der Waals.

Para as fitas do DNA realizamos uma permutagdo da nossa sequéncia inicial, mantendo o namero
de bases constante, mas alterando a sequéncia para gerar microssatélites do tipo (AC)k . Este novo
arranjo foi submetido ao mesmos procedimentos descritos anteriormente.



Figura 2: Vizualizagao da fita de DNA pelo software SAMSOM

Finalmente, analisamos uma sequéncia adicional, mais extrema, composta por bases homogéneas
(AAAAACCCCQ). Esta sequéncia também passou pelo mesmo conjunto de passos. Os resultados para
os valoes da energia configuracional dos diversos arranjos sao apresentados na figura abaixo.
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Figura 3: Energia Total para as diferentes sequéncias das bases em func¢ao do comprimento de estiramento.

4 Conclusoes

A partir dos dados obtidos, podemos realizar uma analise detalhada sobre a minimizacdo de energia
em sequéncias de DNA. A instabilidade genética ocorre quando ndo ha uma minimizacao adequada da
energia, pois um sistema que nao estd em um estado de energia minima tende a migrar para um estado
de menor energia. Dessa forma, sistemas com maior energia sao, por natureza, mais instaveis.

Como podemos observar da Figura, a ordem relativa da energia total muda em fungao do esti-
ramento, indicando varias regioes de instabilidade estrutural. Embora esses resultados sejam bastante
preliminares e para framentos de DNA relativamente curtos, parecem validar que, de fato, existe uma



correlagao entre os 'repeats’ dos microsatélites e estabilidade estruturas.

5 Andalises Futuras

No seguimento deste projeto, pretendemos expandir as anéalises para sequéncias de DNA significativa-
mente maiores, variando de 700 a 1000 bases nucleotidicas. Esta ampliacdo permitird uma anélise mais
abrangente e representativa das propriedades mecénicas e estruturais do DNA. Para alcangar este obje-
tivo, planejamos utilizar algoritmos avancados e programas especialmente desenvolvidos para a geragao
de sequéncias aleatoérias de grande comprimento, garantindo a diversidade necessaria para uma analise
estatistica robusta.

A analise de sequéncias maiores exigira recursos computacionais substanciais. Portanto, seré crucial
a utilizagao dos supercomputadores da COARCI (Centro de Operagoes de Alto Rendimento em Compu-
tagdo e Inovagdo), que oferecem a capacidade de processamento necessaria para realizar simulagoes de
alta complexidade e precisao.
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Figura 1: https://pt.khanacademy.org/science/ap-biology/gene-expression-and-
regulation /replication/a/hs-dna-structure-and-replication-review
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