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There are more things in genotype and phenotype, 

Horatio, than are dreamt of in your philosophy. - 

Hamlet Act 1, scene 5, 159–167. 
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RESUMO 

 Fundamentalmente, o processo epigenético caracteriza-se por contribuir com 

diferentes fenótipos alternativos emergindo em um organismo a partir de seu genótipo. 

Os mecanismos envolvidos na modulação da expressão dos genes são amplamente 

estudados, especialmente em vertebrados (mamíferos). Podemos dividir esses 

mecanismos epigenéticos de três formas: (i) modificação de citosinas genômicas; (ii) 

modificação pós-tranducional das caudas de histonas; e (iii) controle de transcritos 

mediados por RNAs não-codificantes. Desses três mecanismos descritos, a modificação 

de citosinas genômicas por meio da metilação é a mais bem estudada. Apesar do amplo 

conhecimento que se estabeleceu sobre as funções e impactos da metilação em mamíferos 

nos aspectos fisiológicos e ontogenéticos, em invertebrados ainda residem diversas 

questões a serem elucidadas. Como Drosophila possui apenas a DNA metiltransferase 2 

(Dnmt2), é reconhecida como organismo “Dnmt2-only”. Os padrões de metilação de 

citosinas nesse grupo de organismos possui destacadas diferenças em relação aos demais 

organismos que possuem as DNA metiltransferases canônicas (Dnmt1 e Dnmt3). 

Assim, a presente tese apresenta em um primeiro momento, extensivo estudo 

sobre a conservação e evolução da Dnmt2 em drosofilídeos. Para isso, utilizamos 

aproximadamente 70 espécies de Drosophilidae. Como resultado das análises 

filogenéticas, os principais clados de Drosophilidae foram recuperados, onde observamos 

claramente as relações evolutivas entre o subgênero Drosophila e Sophophora e suas 

espécies. Analisamos quais as forças evolutivas conduziram a história da Dnmt2 dentro 

do gênero Drosophila e observamos que em Dnmt2 de drosofilídeos há forte ação de 

seleção purificadora. Entretanto, seis sítios apresentaram sinais de seleção positiva e doze 

outros sítios, seleção positiva desbalanceadora - favorecendo mudanças estruturais e 

funcionais na enzima Dnmt2. Destacamos a alta taxa de substituição nucleotídica por 

códon no clado das espécies do subgrupo willistoni. Além disso, aprofundamos os estudos 

sobre os aspectos evolutivos dentro do contexto epigenético, analisando possíveis 

proteínas que interajam, direta ou indiretamente, com a Dnmt2. Ao todo, quinze proteínas 

compartilham significativa taxa de covariação evolutiva com Dnmt2, sugerindo serem 

potenciais parceiras em diferentes redes de controle de expressão gênica. 

A relevância de um gene pode ser aferida, entre diversas formas, por seu padrão 

de expressão ao longo da ontogenia do organismo. Como D. willistoni se destaca por suas 

peculiaridades no âmbito epigenético, em um segundo momento, procuramos analisar os 
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padrões dos níveis transcricionais e localizar o gene Dnmt2 através de hibridação in situ 

em cromossomos politênicos. Verificamos que o gene Dnmt2 de D. willistoni possui 

maior nível transcricional nos estágios iniciais, diminuindo o com o avançar do 

desenvolvimento. Interessantemente, os dados obtidos por qPCR em adultos de D. 

willistoni, sugerem que esses possuem níveis de expressão levemente maiores do que 

aqueles observados em estudos prévios com D. melanogaster. Também detectamos 

transcritos de Dnmt2 já no período da oogênese, o que pode ser um indicativo que esse 

seja de origem materna. O gene Dnmt2 se encontra em região subtelomérica do braço IIL 

(Elemento B de Muller, comprovando sintenia cromossômica com outras 12 espécies de 

Drosophila). A localização de Dnmt2 é por si só interessante, pois genes localizados em 

regiões próximas aos telômeros (e centrômeros) possuem características evolutivas 

marcadamente distintas das demais regiões cromossômicas, o que pode estar relacionado 

com as diferenças quanto aos aspectos evolutivos moleculares descritos previamente em 

D. willistoni. 

Por fim, nas duas últimas etapas analisamos as propriedades físico-químicas 

emergentes da estrutura terciária de diversas Dnmt2, com especial atenção à região 

responsável pelo reconhecimento da sequência alvo a ser metilada (TRD). Utilizamos 

para esse estudo as Dnmt2 de procariotos HhaI e HaeIII, do gênero Haemophilus 

(reconhecidas por serem DNA metiltransferases), a Dnmt2 de Geobacter sulfurreducens, 

de Entamoeba histolytica, de Spodoptera frugiperda e humana (todas com afinidade por 

tRNA) e vinte e seis modelos gerados por meio de modelagem molecular por homologia 

estrutural de drosofilídeos. Constatamos que mutações em sítios da TRD modificam o 

perfil de distribuição de cargas eletrostáticas de superfície (CES) e, consequentemente, a 

atividade cinética da enzima junto ao substrato. Observamos que mesmo entre espécies 

próximas (drosofilídeos), as CES são diferentes. D. willistoni apresenta características em 

seu perfil de CES que a diferencia das demais espécies de Drosophila e a aproxima dos 

valores de cinética enzimática encontrados experimentalmente em HhaI. Através de 

simulações de dinâmica molecular do complexo Dnmt2-DNA de HhaI, E. histolytica, S. 

frugiperda, D. melanogaster, D. willistoni e Dnmt2 humana, constatamos que as 

diferenças encontradas nas CES das TRDs refletem diretamente mudanças nas dinâmicas 

entre enzima e ligante. A Dnmt2 de D. willistoni é a enzima eucariótica que apresentou o 

maior número de ligações de Hidrogênio estáveis com DNA, comportamento similar ao 

encontrado no complexo HhaI-DNA, reconhecidamente uma DNA metiltransferase.  
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ABSTRACT 

Fundamentally, the epigenetic process is characterized by contributing with 

alternative phenotypes emerging in an organism from its genotype. The mechanisms 

involved in modulating gene expression are extensively studied, especially in vertebrates 

(mammals). We can divide these epigenetic mechanisms in three ways: (i) modification 

of genomic cytosines; (ii) histone tails post-translational modification; and (iii) control of 

transcripts mediated by non-coding RNAs. Of these three mechanisms described, the 

modification of genomic cytosines through methylation is the most well studied. In spite 

of the wide knowledge that has been established on the functions and impacts of the 

methylation in mammals in the physiological and ontogenetic aspects, in invertebrates 

there still remain several questions to be elucidated. As Drosophila has only DNA 

methyltransferase 2 (Dnmt2), it is recognized as "Dnmt2-only" organisms. The 

methylation patterns of cytosines in this group of organisms have remarkable differences 

in relation to the other organisms that have the canonical DNA methyltransferases 

(Dnmt1 and Dnmt3). 

Thus, the present thesis presents at first, an extensive study on the conservation 

and evolution of Dnmt2 in drosophilids. For this, we use approximately 70 species of 

Drosophilidae. As a result of the phylogenetic analyzes, the main clades of Drosophilidae 

were recovered, where we clearly observe the evolutionary relationships between the 

subgenus Drosophila and Sophophora and their species. We analyzed which evolutionary 

forces led to the history of Dnmt2 within the genus Drosophila and we observed that in 

drosophilids Dnmt2 there is a strong action of purifying selection. However, six sites 

showed positive selection signs and twelve other sites, positive-destabilizing selection - 

favoring structural and functional changes in the enzyme Dnmt2. We highlight the high 

rate of nucleotide substitution per codon in the clade of the species of the subgroup 

willistoni. In addition, we study the evolutionary aspects within the epigenetic context, 

analyzing possible proteins that interact, directly or indirectly, with Dnmt2. In all, fifteen 

proteins share a significant evolutionary rate covariation with Dnmt2, suggesting to be 

potential partners in different networks of control of gene expression. 

The relevance of a gene can be measured, among its various forms, by its pattern 

of expression throughout the organism ontogeny. As D. willistoni stands out for its 

peculiarities in the epigenetic scope, in this second moment, we try to analyze the 
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transcriptional levels and localization of the Dnmt2 gene through in situ hybridization in 

polytene chromosomes. We verified that the D. willistoni Dnmt2 has a higher 

transcriptional level in the initial stages, decreasing with the development progress. 

Interestingly, the data obtained by qPCR in adults of D. willistoni suggest that they have 

levels of expression slightly higher than those observed in previous studies with D. 

melanogaster. We also detected Dnmt2 transcripts already in the oogenesis period, which 

may be indicative of maternal origin. The Dnmt2 is found in the subtelomeric region of 

the arm IIL (Muller B Element, confirming chromosomal syntenia with 12 other 

Drosophila species). The localization of Dnmt2 is interesting in itself, because genes 

located in regions close to telomeres (and centromers) have markedly different 

evolutionary characteristics than the other chromosomal regions, which may be related to 

the differences in molecular evolution aspects previously described in D. willistoni. 

Finally, in the last two steps we analyzed the emerging physicochemical properties 

of the tertiary structure of several Dnmt2, with special attention to the region responsible 

for the recognition of the target sequence to be methylated (TRD). We used the 

prokaryotes Dnmt2 HhaI and HaeIII of the genus Haemophilus (recognized as DNA 

methyltransferases), the Geobacter sulfurreducens, Entamoeba histolytica, Spodoptera 

frugiperda and human (all with tRNA affinity) Dnmt2 and twenty-six drosophilids 

models generated by molecular homology modeling. We found that site mutations in the 

TRD modify the electrostatic surface charge distribution profile (ESCD) and, 

consequently, the enzymatic kinetics with the substrate. We observed that even among 

nearby species (drosophilids), ESCD are different. D. willistoni presents characteristics 

in its ESCD profile that differentiates it from the other Drosophila species and 

approximate the values of enzymatic kinetics found experimentally in HhaI. Through 

molecular dynamics simulations of the HhaI, E. histolytica, S. frugiperda, D. 

melanogaster, D. willistoni and human Dnmt2, we found that the differences in the ESCD 

of the TRDs directly reflect changes in the dynamics between enzyme and ligand. D. 

willistoni Dnmt2 is the eukaryotic enzyme that showed the highest number of hydrogen 

bonds with DNA, a behavior similar to that found in the complex HhaI-DNA, known as 

DNA methyltransferase. 
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Introdução 

  

A Epigenética 

 O termo epigenética faz referência aos mecanismos envolvidos no processo de 

controle de expressão gênica nos organismos. Em 1942, Conrad H. Waddington, em 

parceria com Ernst Hadorn, cunhou o termo epigenética que deriva da palavra grega 

epigenesis (epi – sobre; genesis – origem). Os estudos desenvolvidos por Waddington e 

Hadorn procuravam descrever e entender os processos genéticos envolvidos no 

desenvolvimento dos organismos, estabelecendo diálogo entre duas áreas que pareciam 

estar apartadas por conta de contextos histórico-científicos.  

Se por um lado os estudos sobre o desenvolvimento dos organismos se mostraram 

incapazes de responder questões evolutivas, sendo permeados por ideias vitalistas e 

obscurantistas para explicar a ontogenia dos organismos, por outro lado, a genética trazia 

luz às questões sobre hereditariedade e os fatores mecanicistas por trás da variabilidade 

dos organismos. Além disso, a ideia do selecionismo estrito delegava ao ambiente um 

papel passivo nos processos evolutivos, sem ação na emergência de novos fenótipos. 

Entretanto, em seus estudos, Waddington notou que fatores ambientais estressores 

poderiam causar a emergência de fenótipos não esperados em Drosophila, e que esses 

padrões ontogenéticos não esperados poderiam ser fixados numa população através de 

assimilação genética (Waddington 1942). Porém, apenas quatro décadas após as 

publicações de suas observações é que os mecanismos moleculares por trás de tais 

fenômenos seriam elucidados. 

 Os mecanismos envolvidos nos fenômenos epigenéticos atuam, basicamente, por 

três vias: (i) na alteração da expressão gênica, mudando a acessibilidade à cromatina para 

a regulação transcricional por meio das modificações no DNA, mas sem haver alterações 

na sequência das bases do genoma; (ii) modificações de histonas com a remodelação do 

nucleossomo (Lo and Sukumar 2008); e (iii) ação de RNA não-codificantes (Ørom and 

Shiekhattar 2011; Spitale et al. 2011; Dozmorov et al. 2013). É por via da herança 

epigenética que ocorre transmissão de informações que não são codificadas pelos genes 

de uma célula-mãe para a célula-filha, possibilitando o processo de citodiferenciação e 

posterior morfogênese, ou até mesmo a transmissão de processos ontogenéticos entre 

diferentes gerações sem haver a necessidade de haver para isso mutações genéticas (Kiani 
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et al. 2013). Além disso, a modulação desses mecanismos epigenéticos pode contribuir 

para o surgimento de diferentes fenótipos em um organismo a partir de um mesmo 

genótipo. Esses fenótipos alternativos podem ser induzidos em resposta a diferentes 

cenários ambientais (internos e externos ao organismo), modificando os estados 

epigenéticos de um ou mais lócus do genoma do organismo. Em contrapartida, a 

desregulação do status epigenético (epimutações) pode resultar em efeitos deletérios aos 

organismos, resultando em diversas doenças como transtornos mentais, dependência de 

drogas (Tsankova et al. 2007; Sweatt 2009; Kumar and Rao 2011) e câncer (Feinberg and 

Vogelstein 1983; Hardy and Tollefsbol 2011; Park et al. 2011), em humanos. 

 No âmbito evolutivo se discutiu por algum tempo a importância e a relevância da 

epigenética. Logo, se os mecanismos evolutivos atuam em última análise sobre os 

fenótipos, a epigenética acaba tendo importante papel dentro da Biologia Evolutiva. Até 

mesmo a genética quantitativa, que leva em conta os mecanismos que influenciam a 

variação quantitativa através da fórmula de variância fenotípica (VP = VG + VE + VGxE + 

2COVGE + Vε onde,  VG é a variância genética; VE variância ambiental; VGxE interação 

genética-ambiental; 2COVGE covariância genética-ambiental e Vε variância epigenética), 

pode haver influência da epigenética, levando por conseguinte a consequências evolutivas 

(Banta and Richards 2018). Devemos lembrar que entre genótipo e fenótipo, e conectando 

cada um desses níveis entre si, reside um apanhado complexo de processos ontogenéticos 

que podem sofrer influência ambiental (interna ou externa). 

 

A Metilação de Citosinas Genômicas e Não-Genômicas 

 A metilação de citosinas é o mecanismo epigenético mais estudado e descrito 

(Vilkaitis et al. 2001; Marhold et al. 2004; Varriale 2014). Esse caracteriza-se pelo 

processo de substituição de um átomo de hidrogênio (H) por um grupo metil (CH3) no 

carbono 5 do anel de citosina, sendo a reação catalisada por diferentes tipos de 

metiltransferases (MTases). A metilação de citosinas genômicas está ligada a diversos 

processos como o imprinting genômico, a estabilidade genômica e o silenciamento de 

transposons e de retrovírus endógenos (Bird 1992; Yoder et al. 1997b). 

 Quando ocorre o processo de modificação de citosinas por metilação há a 

alteração no padrão físico-químico do nucleotídeo, alterando os padrões de distribuição 

de cargas eletrostáticas (Prokhortchouk and Defossez 2008; Severin et al. 2011; Goel et 
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al. 2014; Sanchez and Mackenzie 2016). Essa mudança acaba interferindo na capacidade 

de fatores de transcrição reconhecerem e interagirem de maneira adequada em tais sítios. 

Além disso, tais modificações abrem a possibilidade para que fatores trans do processo 

transcricional, como as histonas deacetilases e proteínas de ligação ao DNA metilado 

(MDBs), interajam com o DNA - essas últimas parecem competir por sítios alvos de 

fatores de transcrição (Nan et al. 1998; Fuks et al. 2000; Kim et al. 2002). 

 Interessantemente o padrão de distribuição de citosinas metiladas não é 

homogêneo em posição e função ao longo do genoma de diferentes espécies. Em 

mamíferos são amplamente descritas metilações nos sítios de início de transcrição nas 

ilhas CpG (Okano et al. 1999). Contudo, em genes que não possuem sítios de início de 

transcrição ricos em CpG pode ocorrer metilação em sequências não-CpG, sendo o 

processo de silenciamento promovido primordialmente pelo nucleossomo (Farthing et al. 

2008; Han et al. 2011). Outro aspecto interessante, é a metilação em citosinas no corpo 

dos genes (termo utilizado para metilação nas unidades de transcrição gênica). A 

metilação no corpo do gene está relacionada aos mecanismos de controle de 

processamento alternativo de RNA em vertebrados (Flores et al. 2012). Em invertebrados, 

apesar de no princípio se acreditar que houvessem metilações espúrias, atualmente 

estudos tem associado esse fenômeno a funções biológicas de alta complexidade, como a 

determinação de castas em abelhas e formigas (Elango et al. 2009; Bonasio et al. 2012). 

Entretanto, a metilação de citosinas não-genômicas também desempenha papel 

fundamental nos processos de controle de expressão gênica. Nas últimas décadas foi 

descoberta uma série de modificações em RNA não-codificantes que apresentam 

importância na resposta a diversos cenários. Exemplificam-se eventos estressores por 

mobilização de elementos transponíveis, limitação de recursos alimentares, infecção 

viral, entre outros (Liebers et al. 2014; Matzke and Mosher 2014; Lyons et al. 2018).  

 

As DNA Metiltransferases  

 O fenômeno de metilação de citosinas é mediado por diferentes classes de DNA 

metiltransferases (DNA MTase). As duas primeiras classes atuam convertendo os 

nitrogênios exocíclicos dos nucleotídeos adenina e citosina em N6-metiladenina (m6A-

MTase) (Zhang et al. 2015) e N4-metilcitosina (m4C-MTase) (Ehrlich et al. 1987), 

respectivamente, sendo encontradas em procariotos. A terceira classe de DNA MTase são 
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denominadas de DNA (citosina-5) metiltransferases (m5C-MTase) (Kumar et al. 1994), 

que catalisam a reação de metilação inserindo um grupamento metil (CH3) no Carbono 

cinco do anel pirimidínico de citosinas, convertendo-as em 5-metilcitosina (Figura 1), 

sendo estas amplamente distribuídas entre procariotos e eucariotos (Motorin et al. 2009). 

 

Figura 1. Representação dos processos de metilação de citosina mediada pelas DNA 

MTase. Num primeiro momento há um ataque nucleofílico na posição seis da citosina por 

parte da enzima (Cys81 em MHaI, por exemplo). Essa ação ativa a posição cinco para um 

ataque eletrofílico pelo cofator (AdoMet), quando o grupamento metil é transferido para 

a citosina alvo.  

 

 Na classe das m5C-MTase existem três diferentes famílias de enzimas: a DNMT1, 

a DNMT2 e as DNMT3 (Figura 2), todas com homologia entre si no domínio catalítico 

(Klimasauskas et al. 1994c; Jurkowska and Jeltsch 2016). Entretanto, cada uma delas 

desempenha diferentes papéis no processo de estabelecimento e manutenção dos padrões 

de metilação no desenvolvimento dos organismos. 



20 

 

 

Figura 2. Ilustração esquemática de DNMTs conhecidas de vertebrados. A região em 

preto representa o domínio catalítico C-terminal conservado (imagem adaptada de Mund 

et al., 2004). 

 

DNMT1 e DNMT3: Manutenção e Metilação de novo 

 A DNMT1 é responsável pela manutenção das marcações epigenéticas. Durante 

o processo de replicação do DNA, a DNMT1 terá maior atividade sobre o DNA 

hemimetilado, visto que a replicação da molécula de DNA é semiconservativa. Assim, a 

fita molde irá carregar as os padrões de metilação que serão copiados pela DNMT1 para 

as novas fitas sintetizadas (Yoder et al. 1997a).  

Molecularmente, a DNMT1 é a maior das MTases, com massa molecular de 184 

kDa, possuindo duas isoformas, DNMT1a e DNMT1b, em que a DNMT1b resulta do 

processamento de splicing alternativo do gene de DNMT1 (Bonfils et al. 2000). A 

DNMT1 quando silenciada, resulta em fenótipos letais pela perda da manutenção dos 

padrões de metilação no genoma replicado. Em estudos com camundongos, verificou-se 

que indivíduos homozigóticos DNMT1-/- não sobrevivem à gestação. Processos 

tumorigênicos são amplamente descritos quando da atividade anormal das MTases.  

Elevados níveis de transcritos de DNMT1 e atividade MTase em associação com células 

cancerígenas in vitro e tumores in vivo já foram descritos (Kautiainen and Jones 1986; el-

Deiry et al. 1991; Saito et al. 2003). Outro aspecto interessante é que as MTase atuam 
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conjuntamente com outros fatores envolvidos nos mecanismos de controle de expressão 

gênica, como é o caso da associação da DNMT2 com a histona deacetilase 2 (HDAC2) 

(Rountree et al. 2000). Em sua região N-terminal, tem-se o domínio regulatório (Pradhan 

and Esteve 2003), enquanto a região C-terminal comporta o domínio catalítico. Ambas 

as regiões estão conectadas por uma região de repetição Gli-Cis. Como a DNMT1 é 

comumente encontrada nas forquilhas de replicação de DNA acaba tendo interações com 

proteínas como a PCNA (Proliferative Cell Nuclear Antigen) (Chuang et al. 1997), 

histonas deacetilases (Fuks et al. 2000; Rountree et al. 2000), produtos do gene de 

retinoblastoma (Rb) (Robertson et al. 2000), DNMT3a e DNMT3b (Kim et al. 2002). 

Em mamíferos, durante o estágio de pré-implantação embrionária, o genoma 

apresenta-se praticamente livre de metilação, contudo se observa nesse estágio a 

transcrição do gene DNMT1 (Mertineit et al. 1998; La Salle et al. 2004). Posteriormente 

o transcrito de DNMT1 é traduzido no citoplasma, porém a enzima DNMT1 não é 

direcionada para o núcleo, sendo mantida no citoplasma. Por outro lado, verifica-se 

durante esse período inicial de desenvolvimento uma intensa atividade catalítica das 

DNMT3a e DNMT3b, estabelecendo os padrões de metilação iniciais. Após esse período, 

os níveis e atividade da DNMT3a e DNMT3b diminuem gradativamente, passando, 

então, a atuar primordialmente a DNMT1 (Okano et al. 1999). 

Enquanto a DNMT1 é responsável pela manutenção das marcações epigenéticas, 

as DNMT3a e DNMT3b são as principais moléculas envolvidas na metilação de novo em 

vertebrados. A metilação de novo nada mais é do que o fenômeno de estabilização dos 

padrões de metilação em estágios de desenvolvimento iniciais (Okano et al. 1999). A 

inativação de ambas DNMT3 é letal para os organismos, visto que a metilação de novo é 

essencial para que ocorra a correta compartimentalização do genoma durante o processo 

de citodiferenciação e posterior morfogênese tecidual (Okano et al. 1999). As DNMT3a 

e a DNMT3b diferenciam-se em suas afinidades espaço-temporais ao longo do estágio do 

desenvolvimento do organismo. A DNMT3b possui uma maior atividade nos estágios 

iniciais de desenvolvimento, metilando regiões centroméricas, enquanto que a DNMT3a 

atua nos estágios posteriores, metilando genes ou sequências fundamentais para o 

desenvolvimento pós-implantação (Okano et al. 1999). A princípio, DNMT3a e 

DNMT3b atuam redundantemente na metilação do genoma e dos elementos repetitivos, 

contudo, DNMT3b tem também um papel proeminente na metilação das ilhas CpG nos 

cromossomos autossômicos e X (Auclair et al. 2014). 
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Análises filogenéticas sugerem que os genes ancestrais de DNMT3a e DNMT3b 

surgiram depois da emergência dos urocordados e antes da radiação evolutiva dos 

gnatostomados, através de processo de duplicação gênica. Após o fenômeno de 

duplicação o gene da DNMT3b sofreu diversas substituições não-sinônimas. Em 

mamíferos a simples substituição de um aminoácido (uma isoleucina por uma asparagina 

na posição 662) da DNMT3b, é considerada um evento preponderante para conceber o 

aumento de sua atividade catalítica (Shen et al. 2010). 

 

Enigmática DNMT2 

A DNMT2 apresenta ampla distribuição nos mais diversos filos e em diferentes 

reinos, apresentando alta conservação de seus sítios catalíticos, mesmo quando se 

compara procariotos e eucariotos (Jurkowski and Jeltsch 2011; Schulz et al. 2012). Em 

alguns organismos a única MTase presente é a DNMT2, como é o caso dos drosofilídeos 

(Schaefer and Lyko 2010). Além da homologia e conservação de seus sítios catalíticos, a 

DNMT2 possui peculiaridades que acabam por atrair a atenção de diversos grupos de 

pesquisa. Como exemplo podemos citar sua plasticidade ao substrato em que atua (Dong 

et al. 2001; Ponger and Li 2005; Jeltsch et al. 2006; Schaefer and Lyko 2010; Durdevic 

2013). Interessantemente, a DNMT2 parece carregar propriedades ambivalentes que 

permitem executar funções de metilação de novo e atuar sobre DNA hemimetilado. Por 

conta dessas características, a DNMT2 é considerada uma subfamília enigmática. 

 No que diz respeito à atividade em diferentes substratos, em mamíferos, 

invertebrados e plantas a DNMT2 é classificada in vivo como uma tRNAAsp MTase (Goll 

et al. 2006a; Tuorto et al. 2012). Entretanto, em organismos que não possuem as MTases 

canônicas (DNMT1 e DNMT3), mas apresentam metilação genômica, a DNMT2 parece 

atuar como MTase em ambos os substratos: DNA e tRNA (Krauss and Reuter 2011). Em 

diversos trabalhos realizados há a descrição de atividade de metilação de DNA promovido 

pela DNMT2, mesmo que em níveis basais (Hermann et al. 2003; Kunert et al. 2003; 

Kuhlmann et al. 2005). O que se discute são as atividades preferenciais da DNMT2 e os 

mecanismos ecológicos e evolutivos que modulam sua atividade. 

Devido a sua conservação e caracterização inicial como uma DNA MTase, a 

DNMT2 foi classificada como uma enzima nuclear, porém, a DNMT2 parece variar 



23 

 

quanto à sua citolocalização de espécie para espécie. Em humanos, por exemplo, ela se 

localiza em regiões citoplasmáticas (Goll et al. 2006a). Já em Dyctiostelium discoideum 

e Entamoeba histolytica, a DNMT2 está localizada unicamente na matriz nuclear 

(Kuhlmann et al. 2005; Schaefer et al. 2008). Essa característica contrasta com a alta 

especificidade local das enzimas DNMT1 e DNMT3 à região do núcleo celular. Em 

humanos, a DNMT2 possui uma maior taxa de expressão em tecidos como o cardíaco, o 

pulmonar e as gônadas (Yoder et al. 1997a; Okano et al. 1998), enquanto em organismos 

como Drosophila melanogaster e Danio rerio altos níveis de expressão de DNMT2 são 

encontrados nos estágios iniciais de desenvolvimento (Lyko et al. 1985; Roder et al. 2000; 

Kunert et al. 2003). 

Tais características tornam a DNMT2 uma enzima peculiarmente diferente das 

demais metilases. O fato da DNMT2 atuar em diferentes substratos e também estar 

localizada em diferentes compartimentos celulares permite elaborar a hipótese de sua 

interação com diferentes tipos de moléculas e seu envolvimento em diferentes rotas 

metabólicas. Já foi descrita a interação entre DNMT2 e a enzima Enolase - característica 

da rota glicolítica – em Entamoeba histolytica, onde a Enolase parece modular a atividade 

da DNMT2 como tRNAAsp MTase, em cenários de escassez de glicose (Tovy et al. 

2010). Quando E. histolytica encontra-se em situações de estresse, a DNMT2 é 

mobilizada para regiões de grânulos de estresse citoplasmático e corpos de processamento 

de RNA, envolvidos no silenciamento de retrotransposons, sugerindo que tal atividade 

esteja ligada a algum tipo de mecanismo de defesa celular primitivo contra infecções 

virais (Thiagarajan et al. 2011). O vírus HIV consegue aumentar sua sobrevivência na 

célula hospedeira utilizando a capacidade de metilação de RNA da DNMT2, 

potencializando a estabilidade do seu próprio genoma. Após a infecção, a DNMT2 se 

realoca do núcleo para os grânulos de estresse citoplasmático e metila o RNA do vírus 

HIV, promovendo a estabilidade pós-transcricional do RNA viral (Dev et al. 2017).  

A DNMT2 também é alvo da atividade da Dicer-2 em resposta a tratamentos heat 

shock (Durdevic et al. 2013b), controlando a expressão e a regulação de diversas proteínas 

Heat shock (Fisher et al. 2006; Schaefer et al. 2010; Thiagarajan et al. 2011), além de 

estar envolvida na longevidade de Drosophila e em fibroblastos de mamíferos (Lin et al. 

2005; Lewinska et al. 2017; Lewinska et al. 2018) e também na integridade estrutural da 

cromatina (Phalke et al. 2009). 
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Assim, apesar da DNMT2 possuir forte conservação de seus sítios catalíticos, sua 

principal funcionalidade e seus mecanismos de modulação ainda são uma incógnita. 

Estudos promovendo a depleção de DNMT2 em diversos organismos falharam em 

elucidar sua função primordial. Dessa forma, novos estudos estão procurando encontrar 

as respostas através de uma nova abordagem, identificando as capacidades funcionais da 

DNMT2 e sua relação com as proteínas com as quais interage. 

 

A Epigenética em Drosophila 

 O organismo Drosophila melanogaster foi considerado livre de metilação 

genômica até final da década de 90 (Patel and Gopinathan 1987; Tweedie et al. 1999). 

Entretanto com o surgimento de novas técnicas de análises moleculares, em 2000 uma 

série de trabalhos acabou descrevendo a presença de citosinas metiladas em genoma de 

D. melanogaster (Gowher et al. 2000a; Lyko et al. 2000; Lyko 2001). Diferentemente do 

que ocorre em vertebrados, apenas aproximadamente 1 em cada 1000-2000 resíduos de 

citosina são metilados em moscas adultas, sendo que a metilação do DNA foi detectada 

em todos os estágios de desenvolvimento em D. melanogaster. Além disso, a metilação 

em Drosophila possui a peculiaridade de se apresentar em dinucleotídeos CpA, CpT e 

CpC, e não em CpG como é comumente encontrado em mamíferos (Lyko et al. 1985; 

Kunert et al. 2003; Panikar et al. 2015). 

 

Figura 3. Níveis de metilação de citosinas ao longo dos estágios de desenvolvimento em 

Drosophila melanogaster (imagem modificada de Lyko et al., 2000). 
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 O fenômeno de metilação em drosofilídeos é considerado pouco relevante por 

muitos pesquisadores, tal argumento está baseado no baixo percentual de citosinas 

metiladas no genoma dos indivíduos desse grupo e pela postura consensual de que a 

DNMT2 atua muito mais como uma tRNAasp MTase do que propriamente uma DNA 

MTase (Hermann et al. 2003; Liu et al. 2003; Tang et al. 2003; Jeltsch et al. 2006). Dessa 

forma, as citosinas metiladas seriam resultantes de atividade residual da DNMT2, e não 

de um processo controlado. Assim, os mecanismos de controle de expressão gênica em 

drosofilídeos subjazem em outros níveis, que não a metilação de citosinas genômicas. 

 Basicamente, como descrito previamente, existem três mecanismos de controle de 

expressão gênica (i. metilação de citosinas, ii. modificações pós-traducionais de histonas; 

e iii. mecanismos mediados por RNAs). Em Drosophila, ao que as evidências fazem 

concluir, os mecanismos (ii) e (iii) são os principais mecanismos epigenéticos envolvidos 

no controle dos níveis de transcritos. A metilação de prolinas, lisinas e argininas nas 

caudas de histonas estão intimamente relacionadas às respostas oriundas de eventos 

estressores, como heat shock, onde existe um aumento no grau de metilação de prolinas 

N-terminal das histonas H2B e uma diminuição nos níveis de metilação na histona H3, 

promovendo assim a remodelação da cromatina e permitindo que fatores de transcrição 

acessem genes envolvidos na resposta ao evento estressor (Desrosiers and Tanguay 

1988). A histona H1 (histona de ligação ou grampo) também desempenha importante 

papel, garantindo a estabilidade cromossômica e o silenciamento de Elementos 

Transponíveis (ETs) em Drosophila. Em particular ressaltam-se os retrotransposons 

R1/R2 que estão presentes no locus rDNA (Vujatovic et al. 2012).  

Interessantemente, o estado da cromatina varia de acordo com as diferentes 

famílias de ETs, entre espécies intimamente relacionadas e também entre as linhagens do 

tipo selvagem. Esse é o caso descrito nas análises do status epigenético de quatro famílias 

ETs (roo, tirant, 412 e F) em sete linhagens selvagens de D. melanogaster e D. simulans 

(Rebollo et al. 2012). Sabe-se que em drosofilídeos diferentes retrotransposons estão 

associados com H3K9me3 e H3K9me2, tanto nas regiões promotoras quanto em suas 

ORFs (open reading frames) (Riddle et al. 2011). A associação de modificações em 

histonas para repressão (H3K9me2/3) e ativação gênica (H3K4me2/3) também foram 

observadas em retrotransposons nas regiões de eucromatina e heterocromatina, embora o 

enriquecimento para H3K4me2/3 seja fraco ou moderado no segundo cenário (Klenov et 

al. 2007; Gravio et al. 2018). 
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Mais recentemente, verificou-se que os níveis da proteína E(z), uma histona 

metiltransferase (H3K27), podem ser modulados em resposta ao estado nutricional de 

larvas em D. melanogaster, modificando a longevidade dos indivíduos (Xia et al. 2016). 

Quando as larvas foram submetidas a uma dieta de baixo valor proteico, os níveis de 

trimetilação da H3K27 eram aumentados por conta da atividade da proteína E(z), 

diminuindo a longevidade das moscas de F0 a F2. O interessante, é que temos aqui uma 

descrição de um fenômeno de herança transgeracional, visto que as linhagens posteriores 

não foram submetidas a dieta de baixo valor proteico, mas mantiveram a resposta 

fenotípica ao evento estressor anterior. Alterações dinâmicas de acetilações de H3K27 e 

H3K9 mediadas por histonas acetiltransferase (HAT) em regiões potencializadoras e 

promotoras reprimem sinergicamente genes associados à pluripotência relacionada com 

células-tronco ou progenitoras neurais, regulando positivamente genes associados à 

morfogênese neuronal, com diferenciação de neurônios em drosofilídeos (Ye et al. 2017). 

Por sinal, a utilização desses organismos modelos (drosófilas) em estudos epigenéticos 

tem se mostrado extremamente profícuo no entendimento de diversos fenômenos como a 

geração e manutenção de memórias. O papel fundamental da histona metiltransferase da 

eucromatina (EHMT), que faz parte de uma família de metilases H3K9, no 

desenvolvimento dos dendritos periféricos, comportamento locomotor, aprendizagem 

não-associativa e memória de comportamento de côrte, estabeleceu-se através de estudos 

com Drosophila (Kramer et al. 2011). Tais resultados são relevantes para o entendimento 

dos mecanismos fisiopatológicos subjacentes à Síndrome de Kleefstra, uma forma grave 

de incapacidade intelectual causada por mutações em EHMT1 humana. 

Por fim, os mecanismos de controle de expressão gênica mediados por RNAs não-

codificantes vem recebendo especial atenção nos últimos tempos. Os RNAs de 

interferência (RNAi) possuem forte associação com os diferentes mecanismos 

epigenéticos, como metilação/acetilação de histonas e metilação de DNA genômico 

(Volpe et al. 2002). RNAs de cadeia dupla (dsRNA) desencadeiam o processo de 

interferência gênica pós-transcricional dependente de homologia (RNAi) intimamente 

relacionado com a co-supressão de transcritos exógenos virais, na maioria dos casos. Os 

dsRNA são processados por uma família de enzimas Dicer em pequenas sequências de 

dsRNA possuindo de 21-25 nucleotídeos, denominados pequenos RNAs de interferência 

(ou siRNA – small interfering RNA). Esses siRNA são agrupados a complexos proteicos 

chamados Complexos de Silenciamento Induzidos por RNA (RISC, RNA-induced 
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silencing complex), que irão atuar degradando RNA mensageiros homólogos. Apesar da 

ênfase dada sobre as diferentes formas de silenciamento por RNA em nível pós-

transcricional, existe um aumento de evidências que dsRNA podem também induzir o 

silenciamento transcricional e promover mudanças epigenéticas ao nível genômico 

(Mette et al. 2000).  

Um dos casos é a metilação direcionada por RNA (RdDM, RNA-directed DNA 

methylation) envolvendo metilação de novo, que foi primeiramente descrito em plantas e 

posteriormente em vertebrados (Wassenegger 2000; Matzke and Mosher 2014). Se 

porventura o dsRNA contiver em sua sequência homologia com sítios promotores, a 

metilação de novo e silenciamento gênico transcricional pode ocorrer in trans (Jones et 

al. 1999; Mette et al. 2000). As pistas de como tais RNAs atraem a maquinaria de 

metilação genômica vem da observação de que a RdDM frequentemente ocorre 

conjuntamente com a formação de RNAi, tanto em plantas, quanto em animais e alguns 

fungos. Em mamíferos, por exemplo, a maquinaria de formação de RNAi acaba por 

interagir com a enzima DNMT1 e DNMT3 (responsável pela manutenção e metilação de 

novo, respectivamente) (Matzke and Birchler 2005). Uma ligação semelhante ocorre em 

Drosophila, onde RNAi, H3mK9 e proteínas de heterocromatina atuam em conjunto para 

promover o silenciamento gênico (Pal-Bhadra et al. 2004). Mutações nos genes 

envolvidos nos mecanismos de processamento de RNAi, como aubergine, homeless, e 

piwi acabam causando perda de metilação em H3K9 e capacidade de ligação de proteínas 

heterocromáticas (Williams and Rubin 2002; Finnegan et al. 2003). Entretanto, até o 

momento nenhuma evidência do fenômeno de RdDM foi descrita em drosofilídeos.  

 Conforme descrito anteriormente, muitos autores consideram a metilação de 

citosinas em drosofilídeos como uma consequência de atividade espúria da única m5C-

MTase presente nesses organismos, a DNMT2. Nesse sentido, a repressão transcricional 

mediada por proteínas de ligação a sítios CpG metilados já foram descritas (Roder et al. 

2000). Essas proteínas possuem domínio específico de reconhecimento de sequências 

onde ocorre a presença de citosina metilada e são conhecidas pela sigla MBD 

(methylated-DNA binding domain). As proteínas com MBD induzem a condensação da 

cromatina através do recrutamento de HDAC, gerando um complexo proteico de 

repressão transcricional. Em Drosophila melanogaster encontra-se presente o gene 

dMBD2/3 que codifica duas formas de proteína de ligação à citosinas metiladas, oriundas 

de processamento alternativo de RNA, gerando as isoformas: dMBD2/3 e dMBD2/3∆ 
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(Roder et al. 2000). Interessantemente, a isoforma dMBD2/3∆ tem preferência por sítios 

5mCpG enquanto a dMBD2/3, 5mCpT/A (Roder et al. 2000; Marhold 2004). Mutantes 

MBD2/3 apresentam altas taxas de defeitos de segregação cromossômica durante os 

estágios iniciais de desenvolvimento (Marhold et al. 2002; Marhold 2004). Além disso, 

machos que possuem redução na expressão de dMBD-R2, especificamente em neurônios 

de octopamina (equivalente a norepinefrina) exibem comportamento de corte voltada a 

interespécies divergentes, como a de D. virilis e D. yakuba e diminuição no sucesso de 

acasalamento coespecífico. Surpreendentemente, há o aumento do cortejo entre machos 

que possuem redução na expressão de dMBD-R2 e consequente diminuição da 

agressividade (Gupta et al. 2017). Esses dados sugerem a existência de estruturas de 

cromatina dependentes de metilação em Drosophila, ou seja, o papel da metilação de 

citosinas genômicas parece ser fundamental em diversos níveis nesses organismos. 

 

Peculiaridades Epigenéticas em Drosophila willistoni 

 O subgênero Sophophora de Drosophila é classicamente dividido em dois grandes 

grupos: as espécies do Velho Mundo e as do Novo Mundo, conhecidas como 

Neotropicais. As espécies do Velho Mundo estão distribuídas dentro dos grupos 

melanogaster, setifemur, populi, obscura, fima, díspar e dentissima. Já as espécies 

Neotropicais estão subdivididas dentro dos grupos saltans e willistoni. Estudos 

biogeográficos indicam que a raiz dos clados melanogaster e obscura reside no sudeste 

asiático, tendo o ancestral comum vivido por volta de 30-27 milhões de anos atrás 

(Oligoceno) (Throckmorton 1975). Entretanto, estudos com marcadores genéticos 

indicam que a separação tenha ocorrido antes, há aproximadamente 45 milhões de anos 

(Robe et al. 2010), sendo que as espécies do Velho Mundo em sua maioria cosmopolitas 

(Lachaise et al. 1988). Já as espécies Neotropicais possuem sua origem a partir de uma 

ancestral protomelanogaster que teria se estabelecido nas regiões Neotropicais por volta 

de 25-22 milhões de anos (Throckmorton 1975). 

 Dentre os dois grupos constituintes das espécies Neotropicais, o subgrupo 

willistoni é o que chama mais a atenção por conta de suas diversas peculiaridades, as 

quais não são encontradas em qualquer outro grupo de drosofilídeos. Em D. willistoni 

podemos destacar o elevado grau de polimorfismo cromossômico, contando com mais de 

50 inversões cromossômicas descritas em amostras coletadas do sul da Flórida, na 
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América do Norte, até o sul da América do Sul, na região do rio La Plata (Valente et al. 

2003; Rohde and Valente 2012). Espera-se uma íntima relação entre recursos ecológicos 

presentes em determinado nicho e variabilidade genética maior e entre variabilidade 

ecológica com maior polimorfismo populacional. Geralmente regiões centrais de 

distribuição populacional apresentam maior diversidade de nicho para exploração do que 

as regiões limítrofes (da Cunha et al. 1959). Porém, os indivíduos de D. willistoni 

coletados no Uruguai (região limítrofe de sua distribuição) apresentaram alto grau de 

polimorfismo (Valente et al. 2003), indo contra ao que se esperava. Assim, o que se sugere 

para esse grupo de organismos, é que no caso das regiões limítrofes de distribuição, que 

possuem condições ambientais menos favoráveis, o polimorfismo cromossômico acaba 

se tornando uma ferramenta importante para sobrepujar as adversidades impostas pelo 

ambiente. 

 Contudo, as idiossincrasias do subgrupo willistoni vão além do polimorfismo 

cromossômico. D. willistoni é reconhecida por também possuir um alto grau de 

polimorfismo enzimático, 60% aproximadamente também (Ayala and Powell 1972). A 

redução no desvio de uso de códons – que está relacionado com a melhoria da síntese 

proteica - é outra característica pertencente às espécies do subgrupo willistoni (Anderson 

et al. 1993; Clark et al. 2007).  

 Através da técnica MSRE (Methylation-Sensitive Restriction Endonuclease) em 

estudo realizado por nosso grupo de pesquisa do Laboratório de Drosophila – UFRGS, 

detectou-se pela primeira vez o fenômeno de metilação de citosinas em D. willistoni. 

Porém, muito mais do que observar os padrões de clivagem nessa espécie, revelou-se 

padrões diferentes de clivagem entre machos e fêmeas, o que não ocorre em D. 

melanogaster (Garcia et al. 2007). A presença de metilação sexo-específica em espécies 

do subgrupo willistoni, assim, é outro fenômeno peculiar a esses organismos. As 

sequências provenientes desse processo de clivagem de DNA por MSRE eram compostas 

por diferentes elementos do genoma e de rDNA. Dando continuidade e aprofundando-se 

nessa emergente e instigante questão que se abria, em trabalho posterior, verificou-se que 

D. tropicalis e D. insularis também possuem os mesmos padrões de metilação sexo-

específica de rDNA encontrados em D. willistoni. Entretanto, em D. paulistorum e D. 

equinoxialis, que também apresentaram padrões de metilação sexo-específica, esses 

padrões não estavam restritos aos genes ribossomais (D’Ávila et al. 2010). O interessante 

é que espécies do subgrupo bocainensis (grupo willistoni), considerado basal ao subgrupo 
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willistoni (Robe et al. 2010), não apresentaram padrões de metilação sexo-específica, 

sugerindo que tal fenômeno tenha emergido após a divergência evolutiva desses dois 

grupos (D’Ávila et al. 2010). Mais recentemente, constatou-se que o percentual de 

conteúdo do dinucleotídeos GC (% conteúdo GC) em D. willistoni, D. mojavensis, D. 

virilis e D. grimshawi são substancialmente menor do que nas demais espécies do gênero 

Drosophila, entretanto os níveis de citosinas genômicas metiladas (%mC) é 

destacadamente elevado em comparação às demais espécies de Drosophila, dentro da 

relação %5mC / %conteúdo GC (Deshmukh et al. 2018). Por esse cenário exposto até 

aqui, os estudos epigenéticos nesse específico grupo de drosofilídeos se faz por demais 

instigante. 

 

A Importância da Bioinformática na Resolução de Estruturas e Sistemas de 

Proteínas-Alvo 

Métodos computacionais podem melhorar as análises de triagem, revelando o 

papel das mutações individuais e seu impacto na função da proteína. O entendimento e a 

possibilidade do estudo das funções, estruturas e mecanismos pelas quais as proteínas 

executam suas tarefas é um passo importante fornecido pela bioinformática. A 

compreensão das estruturas tridimensionais de moléculas possibilitou avanços 

significativos nas áreas farmacológicas e de diagnose (Santos Filho and Bicca De 

Alencastro 2003).  

O crescente número de estruturas de proteínas resolvidas pelas técnicas como a 

Cristalografia de Raios-X e Ressonância Magnética Nuclear (RMN) depositadas em 

bancos de dados, permitiu a sistematização desses dados em projetos proteômicos 

amplos. As informações depositadas propiciaram um arcabouço de conhecimento das 

mais diversas interações moleculares e funções biológicas de inúmeras proteínas, e a 

partir desse instante, se tornou possível afirmar que a função de uma proteína pode ser 

concebida a partir de sua estrutura tridimensional, o que leva à importância de se conhecer 

a estrutura 3D de sequências proteicas (Sánchez and Šali 1999). 

Apesar da inquestionável importância dos métodos experimentais de resolução de 

estruturas tridimensionais de proteínas (Cristalografia de Raios-X e RMN), essas 

possuem diversas limitações, como a necessidade de se obter grandes quantidades de 

amostras, e mesmo assim não há garantias da qualidade dos cristais oriundos do trabalho 
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experimental. Outro revés pode ser encontrado em determinadas classes de proteínas 

como as proteínas de membrana, das quais dificilmente se obtém uma cristalização que 

possa ser utilizada satisfatoriamente por RMN. Por conta dessas dificuldades, não é de se 

estranhar a discrepância existente entre o número de sequências primárias descritas 

(559.228 sequências depositadas no Uniprot) em contrapartida das estruturas 

tridimensionais depositadas em banco de dados (149.424 estruturas cristalográficas 

proteicas depositadas no PDB – consulta feita em março de 2019). Dessa maneira, a 

utilização de métodos computacionais torna-se importante para a ampliação do 

conhecimento e para a resolução de estruturas proteicas ainda não conhecidas (Sánchez 

and Šali 1999; Kiefer et al. 2009). 

As simulações de dinâmica molecular também são ferramentas de bioinformática 

que tem colaborado significativamente no entendimento das relações existentes entre as 

estruturas tridimensionais proteicas com seus cofatores e substratos. Utilizando os 

princípios de mecânica clássica, métodos mistos (QM/MM) e quânticos, a dinâmica 

molecular pode fornecer dados a respeito do comportamento das moléculas em meio 

aquoso ou no vácuo, como por exemplo, a estabilidade da conformação de uma enzima 

(Pikkemaat et al. 2002) e possíveis alterações das estruturas secundárias ao longo do 

tempo (Campbell et al. 2016), assim como as relações de interação intramoleculares e da 

própria molécula com o meio. 

Atualmente pode-se contar com diversos programas capazes de modelagem 

molecular. Em dinâmica, os mais comumente empregados são o Amber (Pearlman et al. 

1995) e o GROMACS (Van Der Spoel et al. 2005). Esses programas contam com pacotes 

de algoritmos de análises dos dados obtidos das simulações que, conjuntamente com as 

averiguações visuais, permitem quantificar as mudanças conformacionais, interações 

interatômicas e diferentes níveis de energia ao longo das simulações. Basicamente, o 

algoritmo empregado nos programas de simulação de dinâmica molecular assinala 

posições e velocidades de cada partícula envolvida no sistema simulado, além de 

especificar o modelo físico que governará as interações entre as partículas. As forças 

podem ser computadas, e dessa maneira, os valores utilizados para atualizar a posição e 

velocidade das partículas segundo a segunda lei de Newton, dentro de um determinado 

tempo. Os modelos físicos existentes podem ser descritos em dois grupos: as interações 

interligadas e interações não-interligadas, onde o segundo grupo é representado por 

comportamentos de partículas como forças de van der Waals, ou as leis de Coulomb. 
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Através de tais ferramentas computacionais podemos analisar evolução molecular 

em diferentes níveis. O que ocorre basicamente ao se estudar os processos de evolução 

molecular, é que essa é conduzida primordialmente por mutações, as quais podem – ou 

não – modificar a processividade de uma enzima ou estruturação de uma proteína 

necessária para a manutenção da vida de um organismo; sendo alvo da seleção natural ou 

mantendo-se na população por deriva genética. É importante notar que a análise de 

sequências primárias e terciárias de proteínas podem trazer interessantes sugestões a 

respeito da evolução e da função de proteínas (Bhabha et al. 2013). Assim, as pressões 

evolutivas podem moldar e influenciar a dinâmica estrutural proteica em um processo 

adaptativo de acordo com diferentes ambientes, facilitando dessa maneira o surgimento 

de novas funcionalidades. Por fim, as assinaturas de processos evolutivos se expandem 

além da análise de substituições sinônimas e não sinônimas, mas se encontram também 

nas “pistas” conformacionais de novas estruturas que possam representar modificações 

funcionais das proteínas. Assim, empregaremos tais abordagens, em conjunto com 

análises filogenéticas, de hibridização in situ e quantificação dos níveis transcricionais de 

DNMT2 na investigação dos fenômenos acima descritos. 

 

Objetivos 

Geral: 

 O objetivo geral do presente trabalho foi estudar os aspectos moleculares e 

evolutivos do gene e da enzima DNA metiltransferase 2 (DNMT2), além do fenômeno 

de metilação em âmbito funcional e genômico em diferentes espécies do gênero 

Drosophila, com especial atenção à espécie Drosophila willistoni, com vistas a contribuir 

para a melhor compreensão do complexo padrão de metilação sexo-específico e sua 

relação com a importância ontogenética e o histórico evolutivo envolvido nos organismos 

que possuem a referida peculiaridade. 

  

Específicos: 

• Avaliar a conservação e evolução molecular de Dnmt2, seu contexto 

evolutivo, fatores preponderantes e potenciais sistemas genéticos 

interagentes (Capítulo II); 
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• Analisar e quantificar os níveis relativos de expressão transcricional em 

diferentes estágios de desenvolvimento de Dnmt2 e sua localização física 

em cromossomos politênicos de Drosophila willistoni (Capítulo III); 

• Relacionar aspectos evolutivos e funcionais da família DNMT2 de 

drosofilídeos através de estudos comparativos das propriedades físico-

químicas com demais estruturas cristalográficas resolvidas de DNMT2 de 

outros organismos (Capítulo IV); 

• Analisar e caracterizar o comportamento das DNMT2 em simulação de 

dinâmica molecular quando na presença dos ligantes DNA (Capítulo V).  
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gene in Drosophila willistoni 

 

Gilberto Cavalheiro Vieira1,3, Marícia Fantinel D’Ávila2, Rebeca Zanini1,3, 

Pâmela Silva de Oliveira1,3, Maríndia Deprá1,3,4, Carolina Flores Garcia1,3, Vera Lúcia da 

Silva Valente1, 3, 4    

 

1Departamento de Genética, Instituto de Biociências, Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brasil.  

2Departamento de Zoologia e Ciências Biológicas, Universidade Federal do 

Pampa (Unipampa), São Gabriel, RS, Brasil.  

3 Programa de Pós-Graduação em Genética e Biologia Molecular, Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brasil.  

4Programa de Pós-Graduação em Biologia Animal, Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brasil. 

 

 

 

 

 

 

Manuscrito em preparação para ser submetido ao periódico BMC Genomics  



65 

 

Abstract    

Organisms that have only the DNA methyltransferase 2 (Dnmt2) to mediate the 

DNA methylation are called "Dnmt2-only" and they have been investigated in recent 

surveys. Drosophila is one of the “Dnmt2-only” organisms and is also an ideal model for 

Dnmt2 research. Homologs for this enzyme are found in virtually all organisms already 

investigated for the DNA methylation, including Drosophila melanogaster, but the 

biological function of the Dnmt2 protein is still uncertain. Some studies have pointed to 

a putative role during the early stages of invertebrate development. In this work, we 

present our findings on the Dnmt2 expression in D. willistoni, a neotropical species of 

large ecological versatility with peculiar molecular features, when in comparison to other 

species of the same genus. We demonstrate here the presence of transcripts not only in 

the early stages of development, as described for other species, but also during the 

oogenesis. Our findings give insights on the possible biological function of Dnmt2-related 

processes associated with the development and differentiation of oocytes since 

germinative tissue formation seems to require a higher expression of Dnmt2. 

Additionally, we mapped the Dnmt2 probe on the IIL chromosome arm (Muller’s B 

element) of D. willistoni, near at the end of the singular telomeric region. 

 

Keywords: Dnmt2, DNA methylation, Drosophila willistoni, embryogenesis, oogenesis   
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 Introduction  

Cytosine-5 RNA methylation is one among more than 100 distinct RNA 

modifications that has been already detected in tRNA, rRNA and mRNA (Li and Mason 

2014), representing an important epigenetic modification that regulates gene expression 

in eukaryotes, with a standing role on their development and for the etiology of human 

diseases and mediating chromatin organization (Klose and Bird 2006; Zhao et al. 2016; 

Cheng et al. 2018). Elucidation of the molecular mechanisms mediating RNA and DNA 

methylation is crucial to understanding the roles that diverse nucleic acids play in the 

regulation of genetic information.  

Although DNA methylation appears to be a widespread epigenetic regulatory 

mechanism, genomes are methylated in different ways in diverse organisms. DNA 

methylation in plant genomes, for instance, can occur symmetrically at cytosine 

nucleotides in both CG and CHG (H= A, T or C) contexts, whereas DNA methylation 

systems are well characterized in vertebrates (Bird 2002) and occur mostly symmetrically 

at the cytosine of a CG dinucleotide (Lee et al. 2010; Jin et al. 2011). The cytosine 

methylation is established and maintained by a family of conserved methyltransferases. 

In eukaryotes, there are three distinct families of DNA methyltransferases: Dnmt1, 

Dnmt2, and Dnmt3. Whereas Dnmt3 enzymes seem to be responsible for establishing 

DNA methylation patterns (de novo methyltransferases), Dnmt1 enzymes are involved in 

the maintenance of the methylation patterns (Goll and Bestor 2005). On the other hand, 

the biochemical activity and the biological function of Dnmt2 enzymes are still an open 

case. 

Evidence for DNA methylation has been described and its importance 

demonstrated in different insect orders. The honeybee genome contains genes that encode 

orthologues of all vertebrate proteins required for DNA methylation (Schaefer and Lyko 

2007; Elango et al. 2009). In addition to Dnmt2 (also found in Diptera), two CpG-specific 

DNMT family genes were identified: Dnmt1 and Dnmt3a/b genes (Wang et al. 2006). 

The specificity for CpT and CpA nucleotide residues distinguishes Dnmt2 from all other 

known animal DNA methyltransferases and confirms the previous suggestion of 

predominant non-CpG methylation in Drosophila (Lyko 2001; Kunert et al. 2003). The 

Apis mellifera genome shows greater similarities to vertebrate genomes than Drosophila 

and Anopheles genomes for the genes involved in DNA methylation, among others (The 
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Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006). For these reasons, methylation in D. 

melanogaster and other invertebrates remains a controversial research area.  

Regarding the genus Drosophila, the species of this genus are so-called “Dnmt2-

only” organisms, not containing any of canonical vertebrates DNA methyltransferases 

homologs (Dnmt1 and Dnmt3). For the species of this genus studied so far, methylation 

was demonstrated at non-CpG nucleotides (Lyko et al. 2000; Kunert et al. 2003; Garcia 

et al. 2007), in contrast to most organisms already analyzed. Furthermore, the specificity 

for CpT, CpA, and CpC nucleotide residues distinguishes Dnmt2 from all other known 

animal DNA methyltransferases (Kunert et al. 2003; Panikar et al. 2015), and the 

functional role of DNA methylation in Drosophila remains unclear. However, adding to 

that discussion, a recent study describes the importance of the methyl-CpG binding 

domain proteins to inhibit interspecies courtship and promoting aggression in Drosophila 

(Gupta et al. 2017). Another important difference between DNA methylation in mammals 

and Drosophila is the level of the cytosine nucleotides methylated. Whereas mammals 

have 2 to 10% of all cytosine residues modified to 5-methylcytosine (Li and Zhang 2014; 

Breiling and Lyko 2015), Drosophila melanogaster has only about 0.1 - 0.6% (Gowher 

et al. 2000b; Lyko et al. 2000), making it experimentally difficult to demonstrate 

unambiguously DNA methylation in this organism. Moreover, in contrast to the pattern 

of genome-wide DNA methylation in vertebrates, DNA methylation is relatively 

scattered in invertebrates (Suzuki and Bird 2008).  

Several attempts were made to demonstrate the DNA methylation activity of 

Dnmt2 in D. melanogaster (Kunert et al. 2003; Mund et al. 2004) revealing a low, but 

significant activity by distinct experimental methods. Overexpression of Dnmt2 in 

Drosophila species appears to enhance genome-wide DNA methylation from 0.2% to 0.4 

– 0.7%, as determined by capillary electrophoresis (Kunert et al. 2003; Mund et al. 2004). 

Nevertheless, in a recent study reported that Dnmt2 controls DNA methylation in early 

D. melanogaster embryos and provide insight into its function in control of 

retrotransposon silencing and telomere integrity in somatic cells (Phalke et al. 2009). This 

report showed a clear-cut difference of methylation within Invader4 elements LTRs 

between wild type and Dnmt2-/- flies (Phalke et al. 2009). Dnmt2 appears to mediate 

methylation on D. melanogaster embryos genome, even though both this activity and its 

functional consequences remaining poorly understood. However, a recent study showed 

that cytosine methylation in the genome of Drosophila melanogaster probably is 
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independent of Dnmt2 activity (Takayama et al. 2014). These findings show how elusive 

is the genomic methylation context in drosophilids. 

Previous studies reported by our research group in the neotropical D. willistoni 

and its related species (willistoni subgroup) shows a distinct scenario. Adult flies show 

sex-specific patterns of rDNA genes investigated by Methylation Restriction Sensitive 

Endonucleases (Garcia et al. 2007; D’Ávila et al. 2010). Comparisons of D. willistoni and 

D. melanogaster Dnmt2 protein sequences indicated higher primary structure 

conservation on motifs responsible for the catalysis of methyl transfer and great 

variability in the region related to specific recognition of target DNA sequences. These 

outcomes from the willistoni subgroup species are encouraging due to the previously 

reported peculiarities of this species when compared to other species of the Drosophila 

genus that have their genomes sequenced (Clark et al. 2007). D. willistoni singularities 

correspond to overall genome size, distribution of transposable element classes, patterns 

of codon usage, dot chromosome lacking and unclear phylogenetic clustering placement, 

among others (Clark et al. 2007; Vicario et al. 2007; Schaefer et al. 2008).  

In addition to the peculiarity of having sex-specific methylation (Garcia et al. 

2007; D’Ávila et al. 2010), D. willistoni is known to have extensive gene arrangement 

polymorphisms on all chromosomes (da Cunha and Dobzhansky 1950; da Cunha and 

Dobzhansky 1954; Valente and Araújo 1986; Rohde and Valente 2012) as observed from 

chromosomal variability in natural populations. As a result of its higher rate of 

intraspecific polymorphism and significantly large independent evolutionary time 

compared to other species of Drosophila 12 Genomes Project, computational methods 

seem to demonstrate some ambiguity in its phylogenetic placement (Schaeffer et al. 

2008). The ambiguity arises as a consequence of the elevated level of sequence and gene-

order evolution that leads to a significantly long lineage leading to D. willistoni. Most 

phylogenetic reconstruction software tends to force D. willistoni as an outgroup, based 

on the high evolutionary rates. In light of these reasons, studies are needed to map more 

genes in the genome of D. willistoni in order to elucidate the discrepancies found in the 

previous reports. New approaches, using an additional marker will not only identify more 

genes to confirm the ordering of scaffolds assembled so far but will also facilitate further 

comparative studies by increasing the database from this species.  
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To improve the Dnmt2 knowledge about its biological function and importance, 

more assays for characterization and detection of Dnmt2-dependent DNA/RNA 

methylation will have to be established. Genomic DNA methylation patterns need to be 

characterized mostly in “Dnmt2-only” model systems, like Drosophila. In the present 

study, we detected and quantified the expression of D. willistoni Dnmt2 in different 

development stages. Accordingly, we also detected the expression of Dnmt2 on oogenesis 

and embryogenesis, indicating a possible contribution of Dnmt2 expression during 

development. In addition, we localized Dnmt2 homologs on polytene chromosomes of D. 

willistoni and we attempted to establish cause and/or effect relationships for the exact 

location of the gene with its adjacent sites and possible activity modulated by position.  

 

Material and Methods 

Detection of Dnmt2 transcripts by Reverse Transcription PCR (RT-PCR) 

RNA was obtained from D. willistoni adult males, adult fertilized females, adult 

females without ovaries, pupae, larvae and 0-3h dechorionated embryos using Trizol, 

according to the manufacturer's protocol (Invitrogen). Extracted RNA was further treated 

with DNaseI (Promega) to eliminate DNA contamination. cDNA synthesis was 

performed using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher) 

with random primers. After cDNA synthesis, Dnmt2 fragment was amplified by PCRs 

with the following primers wDnmt2AF: 5’-CAGGCTCGCCAACAGTTTAT-3’ and 

wDnmt2BR: 5’-CCTTGTCCTTGCGTGCTAAA-3’. Primers were designed based on 

the D. willistoni Dnmt2 sequence (Garcia et al. 2007). The PCR reaction was performed 

in 25μL reactions using 20 ng of cDNA, 1 U Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen), 

1x reaction buffer, 200 μM dNTPs, 20 pmol of each primer and 1.5 mM MgCl2. The 

amplification conditions were 95 °C for 5 min and 30 cycles of 95 °C for 40 s, 55 °C for 

40 s and 72°C for 1 min, followed by a final extension cycle at 72 °C for 5 min. A fragment 

of 280 bp was expected as a result of the amplification reactions. The 𝛽-actin 

housekeeping gene was used as a control for amplification. PCR products were verified 

by electrophoresis on a 1% agarose gel and stained with GelRed GelRed™ (Sigma-

Aldrich).  
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Expression analysis by Quantitative Real-Time PCR 

 The relative abundance of D. willistoni Dnmt2 mRNA transcripts was measured 

by quantitative real-time PCR (qPCR) using an Applied Biosystems (ABI) 7500 Real-

Time PCR System with the same primers of conventional RT-PCR (Dnmt2 and 𝛽-actin 

gene). Samples of cDNA from D. willistoni, produced as previously described, were used. 

The qPCR conditions were: 94 °C for 5 min followed by 40 cycles at 95 °C for 15 s, 60 

°C for 10 s, 72 °C for 15 s and 35 s at 60 °C to measure fluorescence. Next, samples were 

heated from 55ºC to 99 °C at a 0.1 °C/s temperature gradient to construct the denaturation 

curve of the amplified products. Relative quantifications of amplified products were made 

by the 2−ΔΔCt method (Livak and Schmittgen 2001) and Ct values were obtained in the 

SDS software. SYBR-green (Molecular Probes) was used to detect amplification and to 

estimate Ct values, as well as to determine specificity of the amplicons by denaturing 

curves and melting temperatures (Tm). The 𝛽-actin gene was used as the internal control 

gene for all relative expression calculations. All assays were conducted with technical 

and biological triplicates. 

 

Inspecting Dnmt2 mRNA transcripts by in situ hybridization in embryos 

 For Dnmt2 riboprobe synthesis, the fragment of 949-bp of the gene was obtained 

from genomic DNA of adult flies by PCR using the primers wDnmt2C-F: 5’ 

TCACCCACAACCTTGACATT 3’ and wDnmt2D-R: 5’ 

ACCTTCTCGCAGACACCAA 3’. Resulting PCR products were cloned into pCR4-

TOPO vector (Invitrogen) and submitted to automatic nucleotide sequencing performed 

by Macrogen Inc. (Korea), to assign insert orientation. Resulting plasmids were then 

linearized according to the vector map and digoxigenin-labeled using a DIG-labeled 

dNTP mix (Roche). The antisense riboprobe was labeled by T3 RNA Polymerase in vitro 

transcription of the NotI-linearized plasmid. In situ hybridization assays were performed 

in embryos collected in different developmental stages (Deprá et al. 2009). Prior to in situ 

hybridization, probes (200 ng in 50μL) were mixed with in situ hybridization solution as 

follows: 50% formamide, 5x SSC, 100μg/mL of herring sperm DNA, 50μg/mL of heparin 

and 1% of Tween 20. The hybridization mixture was added to the embryos at 55 °C and 

incubated overnight. After hybridization embryos were washed several times with PBS 

and color development was performed with BCIP/NBT    75 (Promega). Embryonic 
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stages were identified according to the outlined criteria (Campos-Ortega and Hartenstein 

1985).  

 

Physical mapping of Dnmt2 gene 

Non-fluorescent in situ hybridization technique for the precise location of Dnmt2 

sequences in polytene chromosomes of D. willistoni was used since it allows better 

visualization of the banding patterns and is recommended for precise physical mapping 

(Clark et al. 2007).  DNA probe of Dnmt2 of D. willistoni was constructed from a 

fragment of 949 bp cloned into the vector TOPO PCR-4 (Invitrogen). The probe was 

obtained by PCR, from the sequenced Gd-H4-1 line, as well as the photos of the polytene 

chromosomes. The probe was labeled with a Biotin PCR Labeling Core Kit (Jena 

Bioscience) following the manufacturer instructions, with minor adjustments. The labeled 

products were purified with a NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit (MACHEREY-

NAGEL). Vectastain Elite ABC (Vector Laboratories) and DAB Substrate (Roche) 

performed the detection and revelation of hybridization signals, respectively. Slides were 

stained with Giemsa solution (5%) and coverslips were assembled with Entellan (Merck). 

Polytene chromosomes images were acquired in phase contrast photomicroscope and 

analyzed according to the photomap of D. willistoni (Schaeffer et al. 2008).  

 

Results 

Transcriptional expression of D. willistoni Dnmt2 is developmental delimited 

 We performed RT-PCR analysis to verify the levels of Dnmt2 transcriptional 

expression. The expression of Dnmt2 transcripts was detected for all cDNA samples used: 

D. willistoni adult males, females, females without ovaries, pupae, larvae, and 0-3h 

dechorionated embryos. The amplification of a single fragment with an expected size of 

280 bp, corresponding to processed mRNA, confirmed the absence of genomic DNA 

contaminants in all samples (Figure 1). In order to infer the amount of Dnmt2 transcripts 

at different stages of development and samples analyzed, further investigations were 

carried out by qPCR. 
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Figure 1. Detection of Dnmt2 by conventional RT-PCR. All the RT-PCR products had 

the expected size (280 bp) on 1% agarose gel and stained with GelRed™ (Sigma-

Aldrich).  

 

 The qPCR showed that Dnmt2 expression has different levels along with D. 

willistoni development (Figure 2). The analysis showed a pattern of Dnmt2 expression 

where embryos rank higher than the other developmental stages (approximately 2 to 3-

fold). The Dnmt2 transcription decreases along with the development, although the adult 

stages showed a slight increase. Females, females without ovaries and males showed no 

substantial differences between the levels of Dnmt2 expression. 

 

Figure 2. Dnmt2 transcriptional expression levels in the D. willistoni samples. The results 

were normalized with β-actin expression. All data were obtained from triplicates. 
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Dnmt2 transcripts follow the dynamics of embryonic development  

 In situ hybridization experiments were conducted at different developmental 

oogenesis and embryogenesis stages to determine the spatial and temporal pattern of the 

Dnmt2 transcriptional expression of the D. willistoni. Initially, the Dnmt2 transcripts were 

detected as uniform and widespread in all stages of oogenesis (Figure 3). The staining 

pattern indicates early expression at the anterior end and in the ventral position of the 

oocyte (Figure 3A-3H). 

 

Figure3. Spatial expression patterns of Dnmt2 transcripts on D. willistoni during 

oogenesis, showing a widespread pattern during differentiation, which gradually reaches 

an evident pattern on its ventral surface; to the right, we have an overview of Drosophila 

oogenesis. The orientation of oocytes: anterior is to the left. Bar: 0.2mm.  

 

In the initial embryonic developmental stages, Dnmt2 transcripts appear as 

superficial and later as diffuse internal granules, a pattern similar to those found in 

maternal transcripts (Figure 4A-4C). This pattern persists until the cellular blastoderm 

stage. Throughout development, Dnmt2 transcripts accumulate at the embryonic ventral 

periphery (Figure 4D), and subsequent expression can be detected on the anterior portion, 

coinciding with the moment when the cephalic furrow is formed (Figure 4E). The 

expression of Dnmt2 was detected from the cephalic region expanding through the ventral 

region to the embryo’s posterior pole (Figure 4F-4H). The anterior and posterior 

expression levels of staining decreased and became a basal signal from then on (Figure 
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4I). During late embryogenesis, at the germ-band retraction stage, transcript 

accumulation persisted as a basal expression in the ectoderm layer. 

 

Figure 4. Spatial expression patterns of Dnmt2 transcripts on D. willistoni during 

embryogenesis showing. A-D: first embryogenesis stages showing global staining 

patterns. E-I: signal expansion from anterior to posterior embryo pole; J: late 

embryogenesis showing germ-band retraction and weak staining. Images adapted from 

the Atlas of Drosophila Development (Campos-Ortega and Hartenstein 1985). The 

orientation of embryos: anterior is to the left. Bar: 0.2 mm.  

 

The Dnmt2 gene resides in the arm IIL of the D. willistoni chromosome 

 The location of the probe hybridization signal was determined to be at the distal 

region of the chromosome II left arm (IIL), specifically in section 55C (Figure 5A and 

5B). The IIL arm of D. willistoni corresponds to the Muller B element, according to a 

previous study (Garcia et al. 2015). On FlyBase search tool (Wilson et al. 2008), we could 

verify that in the other eleven species (D. melanogaster, D. simulans, D. sechellia, D. 

erecta, D. yakuba, D. ananassae, D. pseudoobscura, D. persimilis, D. virilis, D. 

mojavensis, and D. grimshawi) whose genomes are available, the sequences homologs to 

Dnmt2 are also localized at the B element. 
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Figure 5. Physical mapping of Dnmt2 gene in polytene chromosomes of D. willistoni. A) 

IIL arm with the site of gene Dnmt2 hybridizations. B) In situ hybridization signal of 

Dnmt2 gene in chromosomal arm IIL in Gd-H4-1 strain of D. willistoni (black arrows). 
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Figure 6. Schematic correspondence of rearrangement for the six Muller elements among 

twelve species of Drosophila. The centromeres are indicated with solid black circles. The 

approximate localization of the Dnmt2 in the arms is in indicated by a red arrow.  

Modified from Schaeffer et al. (2008) with corrections by Garcia et al. (2015). 

 

Discussion 

 Drosophila are so-called ‘‘Dnmt2-only’’ organisms, that is, they do not have any 

of the canonical DNA methyltransferases (Dnmt1 and Dnmt3). DNA methylation was 

also observed in other ‘‘Dnmt2-only’’ organisms, especially in other dipterans, though 

direct evidence of Dnmt2 involvement is still enigmatic. Interestingly, there is a diverse 

group of animal species that have retained Dnmt2 as their only DNA methyltransferase 

candidate, like Schizosaccharomyces pombe, Dictyostelium discoideum, Entamoeba 

histolytica, Schistosoma mansoni, and D. melanogaster. For instance, about 1 in 600 

(0.17%) cytosine nucleotides are methylated in the DNA of the Aedes albopictus 

mosquito (Adams et al. 1979). However, although such species have genomic 

methylation, this is still at low global levels and Dnmt2 biological function has been 

fervently discussed (Jeltsch et al. 2006; Krauss and Reuter 2011).  

There are accumulating findings that instigate investigations in “Dnmt2-only” 

organisms, such as female-specific DNA methylation that was reported for D. willistoni 

and related species (Garcia et al. 2007; D’Ávila et al. 2010). Recently, males that have 

reduced expression of dMBD-R2 (a methylated cytosine binding protein), specifically 



77 

 

octopamine (equivalent to norepinephrine) neurons, have exhibited mating behavior 

toward divergent interspecies such as D. virilis and D. yakuba and a decrease in the 

success of co-specific mating (Gupta et al. 2017). These data strongly suggest the 

existence of methylation-dependent chromatin structures in Drosophila, that is, the role 

of methylation of genomic cytosines appears to be fundamental at various levels in these 

organisms. Thus, Dnmt2 studies are of great importance towards a better understanding 

of DNA and RNA methylation in ‘‘Dnmt2-only’’ systems, whose data are still vastly 

controversial and uncertain. 

Our quantitative analyses on different development stages showed differences in 

Dnmt2 expression (Figure 2), with the highest expression being observed in embryos, in 

the D. willistoni, in which Dnmt2 expression was 2-fold higher than in the larvae stage. 

Essentially, on Drosophila genus, DNA methylation is described as predominant during 

embryonic development. In D. melanogaster, the DNA methylation is prevalent in young 

(1–2 h) embryos, but less marked in older (15–16h) embryos and only trace amounts of 

5-methylcytosine were found in isolated ovaries (oocytes), and Dnmt2 transcripts present 

similar levels corresponding to DNA methylation stages (Lyko 2001). The data herein 

showed a very close pattern of Dnmt2 expression in D. willistoni, similar to previously 

founded in D. melanogaster. Interestingly, the Dnmt2 expression in females and males of 

D. willistoni revealed a slightly higher value when compared with the pupae stage, and 

this relative expression levels in the D. willistoni adults are higher than what is found in 

D. melanogaster adults (Figure 2) (Lyko 2001). Thus, this Dnmt2 expression can be 

relevant, since recently we had reported evidence of DNA methylation in adult flies of D. 

willistoni and closely relates species (Garcia et al. 2007; D'Ávila et al. 2010). 

Employing whole D. willistoni embryos hybridization with Dntm2 riboprobe, we 

could observe transcriptional expression along different embryonic stages. The oocytes 

showed the most prominent hybridization signals, suggesting a higher activity of the 

enzyme on this stage of oogenesis (Figure 3). The early stages of embryogenesis (Figure 

4) showed hybridization staining with distinct patterns, in which the expression pattern 

seems to decrease from syncytial blastoderm to late development. Interestingly, the 

expression patterns ranged from a granular composition throughout the whole embryo on 

syncytial blastoderm to a peripheral occurrence on cellular blastoderm. During 

gastrulation, we observed that the Dnmt2 expression seems to suffer 

compartmentalization from the anterior portion in the ventral region, reaching the 
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posterior portion. Moreover, it showed only a fading basal signal in the head region and 

in the position of the developing central nervous system (CNS). All the presented results 

with embryos of D. willistoni are in agreement with those previously found concerning 

the genomic DNA methylation that predominates during early embryonic development 

and decreases at later stages (Lyko 2001), presumably as a result of reduced 

methyltransferase expression.  

The importance of DNA methylation in Drosophila still is an elusive case, and 

there are some attempts to understand the biological function in Drosophila genomes. 

However, when we are talking about a genus with more than 2.800 species, peculiarities 

may arise, like the sex-specific methylation described in D. willistoni (Garcia et al. 2007; 

D’Ávila et al. 2010), so generalization must be avoided. It was observed that 

overexpression of D. melanogaster Dnmt2 results in an extended fly life span and in 

overexpression of several genes (Lin et al. 2005). Also, it is discussed whether Dnmt2 

acts as DNA or tRNA methyltransferase. If Dnmt2 was described associated to a nuclear 

matrix, and if Drosophila is a “Dnmt2-only” organism, and if D. willistoni has sex-

specific methylation in its genome, we cannot deny that the evidence suggests a duality 

in the activity of that enzyme in these organisms. The peculiarities of Dnmt2 enzyme rise 

in different organisms; in humans, for example, it is located in cytoplasmic regions (Goll 

et al. 2006a), whereas in Dyctiostelium discoideum and Entamoeba histolytica, Dnmt2 is 

located only in the nuclear matrix (Kuhlmann et al. 2005; Schaefer et al. 2008), and 

guaranteeing the structural integrity of chromatin and silencing retrotransposons in 

Drosophila (Phalke et al. 2009). Generating Dnmt2 null mutations allowed to correlate 

loss of DNA methylation, identified in early D. melanogaster embryos by bisulfite 

sequencing and restriction enzyme analysis. Besides that, these results suggest the 

Dnmt2-dependent DNA methylation during early embryonic development of D. 

melanogaster has a key function in control of retrotransposon silencing in somatic cells, 

specifically as an initial step of the process (Phalke et al. 2009). This feature contrasts 

with the high local specificity of the Dnmt1 and Dnmt3 to the cell nucleus region. 

On the other hand, the HIV virus is able to increase its survival in the host cell 

using the RNA methylation activity of Dnmt2, increasing the stability of its own genome. 

Through infection, Dnmt2 relocates from the nucleus to the cytoplasmic stress granules 

and methylates the RNA virus, promoting the post-transcriptional stability of viral RNA 

(Dev et al. 2017). Interference RNAs (RNAi) have a strong association with different 
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epigenetic mechanisms, such as histone methylation/acetylation and genomic DNA 

methylation (Volpe et al. 2002). Double-stranded RNAs (dsRNA) trigger the process of 

post-transcriptional homology-dependent gene interference (RNAi) closely related to the 

co-suppression of viral exogenous transcripts. The dsRNAs are processed by a Dicer 

family of enzymes into small dsRNA sequences having 21-25 nucleotides, termed small 

interfering RNAs (or siRNAs). Interestingly, it is known that Dnmt2 also interacts with 

Dicer-2 in response to heat shock treatments (Durdevic et al. 2013b; Durdevic and 

Schaefer 2013), controlling the expression and regulation of various Heat Shock proteins 

(Fisher et al. 2006; Schaefer et al. 2010; Thiagarajan et al. 2011). Finally, the activity of 

Dnmt2 in conjunction with NSun2 is important to promote the stability of tRNAs and 

protein synthesis (Tuorto et al. 2012). That is, we can assume that the Dnmt2 has a 

multilevel biological role, inserted in an extensive network of interactions in the genetic 

machinery of the gene expression control. 

In the present study, we also performed the in situ localization in the chromosomes 

of the D. willistoni Dnmt2 (Figure 5). The gene is located in the arm IIL (Muller B 

element), like in D. melanogaster and D. pseudoobscura, where it was possible to 

ascertain the position of the gene, it is present in B element. This is a very important 

aspect because we present here the determination of another gene marker in D. willistoni, 

following previous work (Garcia et al. 2015), which will help in the organization of the 

D. willistoni scaffolds regarding the physical position of the genes in the chromosomes.  

Surprisingly, D. willistoni Dnmt2 is found in the subtelomeric region of the 

chromosome IIL (Muller B element), whereas D. melanogaster and D. pseudoobscura 

Dnmt2 are found, approximately, in the central region of the chromosome IIL (Muller B 

element) (Figure 6). Most likely, the differences found for the Muller element and the 

location of the Dnmt2 in the chromosome are related to translocation events followed by 

breakage and inversion of the region where the gene is found.  

It is known that heterochromatin regions (centromeric and telomeric) have 

different patterns of evolution than those found in the euchromatin regions (gene-rich). 

Comparative analyses between telomeric regions of humans and chimpanzees have 

shown that both are very distinct, in that the human chromosomes present a large scale of 

rearrangements and differences in the repetitive elements present (Trask et al. 1998). 

Interestingly, the chromosome ends in Drosophila melanogaster have the peculiarity of 
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presenting transposable elements (HeT-A and TART) (Rubin 1978; Young et al. 1983; 

Renkawitz-Pohl and Bialojan 1984; Traverse and Pardue 1988), contrasting with the 

human chromosome ends that are structured from the activity of the enzyme telomerase. 

Another interesting aspect is that most-distal regions of Drosophila subtelomeres seem to 

evolve rapidly between Drosophila melanogaster and its close relatives, D. simulans and 

D. yakuba (Anderson et al. 2009). In this region, the mutation rate of the most-distal 

portion is so high that the structure is likely to be different among cells of the same 

individual (Roberts 1979). However, what is observed in terms of recombination in the 

telomeric regions of Drosophila melanogaster is that there is a great suppression of 

crossing over events, within and in regions proximal to the telomeres (Lindsley et al. 

1977). These aspects are in agreement with previous findings of our research group, in 

which D. willistoni Dnmt2 shows the highest rate of nucleotide substitution per codon in 

relation to the other drosophilids and different selective pressures at specific sites 

involved in an interaction-driven co-evolution with other genes (Vieira et al. 2018). 

 

Conclusion 

 Epigenetic mechanisms are fundamental in the coordination of the ontogeny of 

organisms and in the intermediation of information from the environment to the nucleus 

and from the nucleus to the environment. The understanding of such mechanisms is of 

paramount importance in order to understand the ecological, physiological and 

evolutionary aspects of the different species. Among the epigenetic phenomena, cytosine 

methylation is the most widely studied and known. However, its role is still elusive in 

organisms known as "Dnmt2-only", among them Drosophila. 

In the present work, we verified that the expression of Dnmt2 in D. willistoni is 

closely related to its ontogenetic stages. In addition, it has been found that expression 

levels in adults of D. willistoni Dnmt2 are apparently slightly higher than in D. 

melanogaster. It is suggested, therefore, that this difference may be closely related to the 

phenomenon of sex-specific methylation, a peculiar and restricted phenomenon to the 

species of the subgroup willistoni. We also conduct the in situ localization of the Dnmt2 

gene, revealing its presence in the arm IIL (Muller B element). The Dnmt2 is located in 

the subtelomeric region, and this brings up a series of issues that involve the peculiar 

characteristics of D. willistoni Dnmt2 enzyme, like evolutionary pattern in nucleotide 
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substitutions rates (Vieira et al. 2018), the high prevalence of basic amino acids residues 

in its target recognition domain surface (Vieira et al. 2017) and the epigenetic phenomena 

of sex-specific methylation (Garcia et al. 2007; D’Ávila et al. 2010). 

With that, fortunately, further questions are being raised about such peculiarities 

in this unique group of Neotropical species which are D. willistoni. Future studies are 

needed for a more in-depth understanding of the importance of sex-specific methylation 

in development and survival, as well as the impact related to the subtelomeric position 

occupied by the Dnmt2. 
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S1 Table. DNMT2 crystallographic models deposited in the database Protein Data Bank 

used to analyze and select the template structure for homology modeling process and 

evolutionary studies. 

DNMT2 

D. melanogaster vs. 

crystal sequence 

Identity (%) 

G. sulfurreducens vs. 

crystal sequence 

Identity (%) 

M. musculus vs. crystal 

sequence Identity (%) 

PDB 

ID 

SfDNMT2 (S. 

frugiperda)* 
43.0 26.9 44.1 4H0N 

Human DNMT2* 41.0 35.1 82.8 1G55 

Ehmeth (E. histolytica)* 30.0 24.9 34.6 3QV2 

HhaI (H. haemolyticus)* 24.0 19.7 21.7 1MHT 

HaeIII (H. influenzae)* 25.0 22.0 20.4 1DCT 

M.MpeI (M. penetrans) 22.0 21.3 16.0 4DKJ 

* Structures used in the analyzes 

S2 Table. Percentage (%) of protein residues in each region of the Ramachandran Plot 

and additional evaluation tools for model viability assessment. 

Species PROCHECK   Qmean6   Verify 3D   

  
Most 

favored 

Additional 

allowed 

Generously 

allowed 
Disallowed   Z-score   

Residues 

Averaged 

3D-1D > 

0.2a 

Results 

D. albomicans 91.8 7.5 0.3 0.3   -1.80   87.25 Aproved 

D. ananassae 91.1 7.8 0.7 0.4   -1.89   92.51 Aproved 

D. biarmipes 90.9 7.7 0.7 0.7   -1.34   89.15 Aproved 

D. bipectinata 86.9 11.3 0.7 1.1   -1.93   97.02 Aproved 

D. buzzatii  90.9 7.3 1.0 0.7   -2.07   86.98 Aproved 

D. elegans 90.3 8.3 1.0 0.3   -2.10   88.01 Aproved 

D. erecta  91.8 7.2 0.3 0.7   -1.48   89.31 Aproved 

D. eugracilis 91.0 7.6 1.0 0.3   -1.33   89.47 Aproved 

D. ficusphila  90.6 8.4 0.7 0.3   -1.83   89.11 Aproved 
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D. grimshawi  90.3 8.3 0.0 1.4   -1.79   91.76 Aproved 

D. kikkawai  89.5 9.1 1.0 0.3   -2.07   93.33 Aproved 

D. 

melanogaster 
90.6 8.7 0.0 0.7   -1.39   91.01 Aproved 

D. miranda  89.1 9.2 1.0 0.7   -1.84   90.43 Aproved 

D. mojavensis  91.7 7.6 0.3 0.3   -2.01   89.57 Aproved 

D. persimilis 90.2 8.1 1.0 0.7   -1.71   90.20 Aproved 

D. 

pseudoobscura  
90.5 7.8 1.0 0.7   -1.67   93.08 Aproved 

D. rhopaloa 89.5 9.2 1.0 0.3   -2.00   94.51 Aproved 

D. sechellia  90.7 7.6 1.0 0.7   -2.01   90.70 Aproved 

D. simulans  91.0 7.6 0.7 0.7   -1.26   89.28 Aproved 

D. suzukii  90.2 7.8 1.0 1.0   -1.71   93.73 Aproved 

D. takahashii 90.7 7.6 1.0 0.7   -1.93   92.44 Aproved 

D. virilis  90.0 9.0 0.7 0.3   -2.09   92.20 Aproved 

D. willistoni 88.6 10.7 0.7 0.0   -1.89   90.32 Aproved 

D. yakuba  91.8 7.2 0.3 0.7   -1.20   89.28 Aproved 

M. musculus 92.0 6.6 1.0 0.3   -0.37   92.54 Aproved 

G. 

sulfurreducens 
90.2 8.6 0.8 0.4 

  -1.20   92.79 
Aproved 

S. frugiperda 

(4H0N) 
91.5 8.5 0.0 0.0   -1.06   98.19 Aproved 

a Values given in %; 
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Abstract 

DNMT2 enzyme is the most conserved and widely presents methyltransferase among the 

various branches of life, but its biological function is still unknown. In prokaryotes, 

DNMT2 has a clear biological role acting as a DNA methyltransferase. However, in 

eukaryotes several studies described the involvement of DNMT2 in different biological 

functions, acting on DNA and/or RNA. The DNMT2 catalytic process is well studied and 

described, however, its substrate recognition mechanisms still poorly understood, and 

only some studies have mapped the crucial residues involved in the ligand binding. Thus, 

the aim of the present study was to understand the peculiarities and mechanisms involved 

in target sequence recognition and the affinity of the different DNMT2, when complexed 

with DNA. Here we analyze the DNMT2 of six different species by molecular dynamics 

simulation. As results we establish an interaction-model, confirming the crucial residues 

involved in the recognition and substrate interaction by DNMT2, and we also identified 

new key-residues in protein-substrate interaction. 

Keywords 

Dnmt2; epigenetics; DNA/tRNA methyltransferase; molecular dynamics; ligand-protein 

interactions 
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Introduction 

 DNA methylation is one of the most well-studied DNA modifications involved in 

gene regulation. This epigenetic mechanism is essential for development, genome 

defense, genome imprinting, chromatin stability and elements transposable silencing. The 

enzyme responsible for cytosine methylation is the DNA-(cytosine-C5)-

methyltransferase (DCMtase), classified into three subfamilies: DNMT1, DNMT2 and 

DNMT3a, and 3b. The DNMT1 is the major enzyme in maintenance of the pattern of 

DNA methylation after DNA replication, whereas DNMT3 (-A, -B and 3L) proteins are 

primarily responsible for the establishment of de novo genomic DNA methylation 

patterns and, as such, play an important role in human developmental, reproductive, and 

mental health (Chédin 2011). The DNMT2 does not participate in genome methylation in 

mammals but seems to be an RNA methyltransferase. 

 DNMT enzyme family is divided into an N-terminal (regulatory region) and C-

terminal, which it shares ten conserved residues motifs, where the catalytic domain, 

target-recognizing domain (TRD), and the coenzyme (S-adenosyl-l-methionine – SAM) 

binding site are found. DNMT2 does not have an N-terminal regulatory region, which is 

present in the other DNMTs (Yoder and Bestor 1998; Hermann et al. 2004). It is the 

smallest methyltransferase (approximately 400 amino acids) and the most conserved 

among animals, fungi, protists, and plants (Jeltsch 2002; Ponger and Li 2005) and its 

biological function has not been clarified yet. Furthermore, some organisms like 

Drosophila, Entamoeba and Dyctiostelium seem to lose the DNMT1 and DNMT3a/b 

during its evolution, and the only DCMtase found is the DNMT2, so-called “Dnmt2-only” 

organisms. With respect to their biological function, studies associated DNMT2 with 

RNA interference in Dictyostelium and covalent histones modification, longevity in 

Drosophila and DNA activity (Kunert et al. 2003; Kuhlmann et al. 2005; Lin et al. 2005; 

Katoh et al. 2006), also acting in C5-methylation of C38 in the tRNA anticodon-loop to 

protect tRNAs from cleavage(Schaefer 2018).  

 Basically, the reaction mechanism of the DNMTs is the same among the different 

families. The catalytic process is mediated by a nucleophilic attack on the target cytosine 

carbon-6. This attack is promoted by the catalytic cysteine present in the conserved motif 

PCQ in the DCMtase active site (Santi et al. 1983; Wu and Santi 1987). From the 

protonation of the target cytosine in the N3 site mediated by the glutamic acid of the ENV 
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motif, covalent bonding occurs that exposes the C5 position of cytosine to the 

nucleophilic attack, where the methyl group of the co-enzyme SAM will be transferred 

to the carbon-5. The intermediate state of covalent binding between DCMtase in complex 

with DNA is widely described (Klimasauskas et al. 1994a; Reinisch et al. 1995), 

highlighting the fundamental role of the PCQ motif, more specifically the cysteine 

catalysis (Everett 1990; Chen et al. 1991; Hanck et al. 1993). In prokaryotic DCMtase, 

this same motif has been demonstrated crucial to DNMT2 activity (Wyszynski et al. 1991; 

Wyszynski et al. 1993; Hurd et al. 1999). However, this event is only possible after the 

so-called base flipping process, in which the target cytosine is withdrawn from the 

double-helix context and positioned close to the coenzyme binding site. For this, there 

are several crucial residues for the stabilization of the transient structure, such as PCQ 

and ENV motifs (Klimasauskas et al. 1994a; Reinisch et al. 1995) (Figure 1). 

 If on the one hand the mechanisms and catalytic processes of DNMT2 are widely 

described and known, on the other hand, the reasons why eukaryotic DNMT2 have low 

DNA activity are still unknown, despite the structural conservation of prokaryotic and 

eukaryotic catalytic domains. Some “hints” as to the reason for this affinity difference 

can be obtained by analyzing the tertiary structures of the TRD of different DNMT2. For 

example, HhaI and HaeIII (prokaryotic DNMT2 with DNA-MTase activity) are known 

to exhibit structural conservation in their catalytic domains but differ in TRD structure 

and amino-acid composition, and still acting on DNA as substrate. Nevertheless, they 

eventually have different methylation target sequences from each other, where HhaI 

recognizes 5'-GCGC-3', while HaeIII 5'-GGCC-3' sites (Klimasauskas et al. 1994b; 

O’Gara et al. 1996b). When comparing DNMT2 tertiary structures and the distribution of 

molecular electrostatic surface in different DNMT2, marked differences emerge within 

latter aspect, mainly in TRD region (Vieira et al. 2017), even in evolutionarily close 

species, as D. melanogaster that has preference for DNA methylation in CT, CA and CC 

context (Kunert et al. 2003) and D. willistoni, that seems to methylate CG sites (Garcia et 

al. 2007) - the same context preference found in human DNMT2 (Hermann et al. 2003). 
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Figure 1. DNMT2 structures. (A) HhaI (PDB: 1MHT), and a structural model of (B) 

human DNMT2. The enzyme elements are colored as follow: N-terminal catalytic domain 

(orange) and C-terminal catalytic domain (yellow); PC-loop in green, Proline and 

catalytic Cysteine in blue; TRD in cyan; S-adenosylhomocysteine (SAH) in magenta; 

target-cytosine in red, and DNA in gray. Key-residues from catalytic domain showed as 

sticks and labeled. Structural conservation of the catalytic domain between prokaryotes 

and eukaryotes can be noted, whereas TRD varies substantially. 

 

 It is interesting to note that according to previous studies, Ehmeth (Entamoeba 

histolytica DNMT2) and human MT2 (also Known as TRDMT1) presented weak activity 

on DNA substrate and shown preference to RNA substrate, suggesting that in some 

species rose an alternative role to DNMT2: the tRNA methylation (Hermann et al. 2003; 

Fisher et al. 2004).  More recently, it was found that DNMT2 can methylates more 

efficiently DNA fragments in a covalent DNA-RNA hybrids context (Kaiser et al. 2016). 

Systematic mutations in surface-exposed lysines and arginines to alanine were able to 
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elucidate some key-residues for the catalytic activity of the DNMT2 in the tRNA 

methylation (Jurkowski et al. 2012). 

  The function performed by an enzyme underlies its structure, electrostatic 

potential surface, and dynamics. As described previously, the structure of the catalytic 

domain of DNMT2 is very well known and described, but with respect to TRD, its aspects 

are still neglected. Since diverse crystallographic structures of different DNMT2 have 

been resolved, like HhaI (PDB: 1MHT), HaeIII (PDB: 1DCT), Spodoptera frugiperda 

(PDB: 4H0N) and human MT2 (PDB: 1G55), the elaboration of predicted structural 

models of other species has become possible with great accuracy through homology 

modeling. However, studies focusing on molecular structures fail to take into account the 

subtle aspects of the dynamics between the different enzymes, especially in the enzyme-

substrate context.  

 Molecular dynamics (MD) simulations can provide a series of detailed 

information about a protein's behavior, its motions, conformation modifications and 

interactions with substrates. This information from the MD is supported by the laws of 

thermodynamics, which offers reliability in the results obtained when adequate force field 

and simulation time are provided and can be compared to experimental data.  Thus, the 

present study aims to look more closely at the interactions that emerge within the 

DNMT2-DNA complex of several DNMT2, through analyses of protein-ligand all-atoms 

from MD simulations, seeking to shed light on the mechanisms involved in target 

substrate recognition and how the enzyme still has remnants of DNA methylation activity. 

 

Material and Methods 

Molecular modeling of DNMT2 

The Modeller 9.14 (Marti-Renom et al. 2000) program was applied to model the 

DNMT2 from D. melanogaster and D. willistoni obtained by searching in silico, using 

the Spodoptera frugiperda (PDB 4H0N) (Sisi Li, Jiamu Du, Hui Yang, Juan Yin, Jianping 

Ding 2012) Ehmeth (PDB 3QV2) (Schulz et al. 2012) and human DNMT2 structures as 

templates (PDB 1G55) (Dong et al. 2001), according to the best alignment between the 

template and the target sequence. The alignment was further verified manually and 
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adjusted, considering the location of insertion/deletion in loops. The homology modeling 

was performed using Python scripts. The modeling protocol followed the default 

optimization and refinement protocol, as described in the Modeller online manual 

(available at http://salilab.org/modeller/9.13/manual/node19.html). We generated one 

hundred models, which the best model was selected using the DOPE score and Procheck 

(Laskowski et al. 1996). The generated models were evaluated by Ramachandran plot 

analysis, an overall model quality evaluation was performed using Qmean6 (Benkert et 

al. 2011) and Verify3D (Bowie JU, Lu ¨thy R 1991).  

 The DNA oligomer used in MD simulations is the same from the crystallographic 

structure of HhaI DNMT2 (PDB: 1MHT). It was decided to use the HhaI DNA structure 

due to the fact of the site methylation target be the sequence (5'-GCGC-3 ') is very similar 

to the settings found in D. willistoni (Garcia et al. 2007) and human MT2 target sites 

methylation and have a close contest to that found in the target regions of tRNA-Asp 

methylation, where the C38 (cytosine target) is inserted in a context 5'-PuCGC-'3. The 

MT2-DNA complex composition was made fitting the structures template (HhaI) and the 

target-model in UCSF Chimera program (Pettersen et al. 2004). Soon afterward, the 

structures of the target model and DNA were assembled and brief energy minimization 

was performed to adjust the side chains of the residues. 

 

Molecular dynamics simulations 

 The crystals structures from H. haemolyticus (1MHT), E. histolytica (3QV2), 

Spodoptera frugiperda (4H0N), human (1G55), and the DNMT2 models from D. 

melanogaster (melDNMT2) and D. willistoni (wilDNMT2) were subjected to replicates 

50ns of a MD simulation using the GROMACS v4.5.1 package (Pronk et al. 2013) on a 

Linux platform using the AMBER99SB force field. An appropriate number of sodium 

(Na+) and chloride (Cl−) counter-ions was added to neutralize the system. The cubic box 

was defined with at least 15 ˚A of solvation layer around the protein, using an SPC water 

model and periodic boundary conditions. The v-rescale (tau t = 0.1 ps) and Parrinello-

Rahman (tau p = 2 ps) algorithms were used for temperature and pressure coupling, 

respectively. Cutoff values of 1.2 nm were used both for van der Waals and Coulomb 

interactions, with Fast Particle-Mesh Ewald electrostatics (PME). 
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  The MD simulations were divided into four main stages: energy minimization 

(EM), solvation, thermalization, and production (Figueiredo et al. 2014). After, MD plots 

were generated with the programs from GROMACS v4.5.1 package (Van Der Spoel et 

al. 2005) and visualized with xmgrace (http://plasma-gate. weizmann.ac.il/Grace/). 

Visual inspection of the MD trajectories was performed with VMD 1.9.1 (Humphrey et 

al. 1996), PyMOL 1.0 (Delanno, 2002) and UCSF Chimera (Pettersen et al. 2004). 

 

Generalized order parameters (S2) and Gibbs free energy analysis 

Protein dynamics make important but poorly understood contributions to 

molecular recognition phenomena. To understand the implications of thermodynamics 

that emerge from dynamic conformational changes, we access generalized order 

parameters (Lipari and Szabo 1982) and entropy values of apo and holo structures from 

the MD simulation. For this, we use the relations between Lipari-Szabo generalized order 

parameter (S2) and the conformational entropies derived from Yang and Kay (Yang and 

Kay 1996; MacRaild et al. 2007). This relationship is essentially independent of motional 

model for SLZ
2 < 0.95, so only residues consistent with this criterion were included in 

considerations of entropy change. Generalized order parameters are calculated from the 

MD trajectory of individual N-H bond vectors. RMS deviations, atomic fluctuations, and 

structure averaging were calculated directly, using programs from GROMACS v4.5.1 

package (Van Der Spoel et al. 2005). 

Free energy landscape (FEL) was done using the GROMACS utility g_sham. The 

FEL shows all possible conformations a molecule assumed during an MD simulation, 

together with their corresponding energy typically reported as the Gibbs Free Energy.  

  

Results 

DNMT2 Residues fluctuation from Molecular Dynamic Simulation 

 The differences in atomic fluctuations of the holo and apoenzyme found to 

indicate a loss of dynamics when it is linked to DNA, least in Ehmeth, which it presents 

subtle dynamics gain. However, the observed differences were not uniform along with 

the same enzyme (Figure 2).   
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 Interesting, Ehmeth shown a gain of dynamics when linked to DNA. The biggest 

differences [Holo-Apo] were found in HhaI (-9.6376) and wilDNMT2 (-9.822), 

indicating the accentuated loss of dynamics in the structure when DNA is present (Table 

S1). Even if the structures and phylogenetic relationships are close, there are differences 

in atomic fluctuation between related MT2, like melDNMT2 and wilDNMT2. 

 

 

Figure 2. Differences in per-residue plots of atomic fluctuations (RMSF) between 

holo-protein and apo-protein (∆RMSF=holo-apo). The main domains are represented 

above the RMSF values. In orange is represented the catalytic domain (CD), PC-loop in 

the green and target-recognizing domain (TRD) in cyan. In general, the values of ∆RMSF 

between the catalytic domain of prokaryotes and eukaryotes are similar, while in the TRD 

there are more differences between the fluctuations. It is observed that between 
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eukaryotes, melDNMT2 present different behavior to the pattern found in the other 

DNMT2. 

 

 There are two main regions in DNMT2 which show substantial variations when 

compared holo- and apoenzyme structures: the first is between residues 71-99, which 

correspond to PC-loop (with the catalytic cysteine); and the second above residues 260-

290, that belong to TRD C-terminal region. The hinge loop connection of melDNMT2 

(between residues 165-205, approximately) seems to present a lower fluctuation when in 

the presence of DNA, while wilDNMT2 presented gain of dynamics in the presence of 

substrate (Figure 2). Regarding the PC-loop region, between the eukaryotic DNMT2, 

wilDNMT2 presented the lowest dynamics in the holoenzyme. 

  

Thermodynamic contribution measured by per-residue entropy 

 Through Lipari-Szabo generalized order parameters (S2) we can measure the 

behavior of amide bond vectors by the MD simulations. Despite the structure 

conservation, the DNMT2s display different dynamic behavior. Except for the PC-loop, 

that shares the same behavior between all the different DNMT2, each DNMT2 present 

several peculiar residues which become more, or less, dynamics in the presence of DNA 

(Figure 3).  
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Figure 3. Generalized order parameters (S²) and differences in S² parameters 

between apo-protein (blue) and holoprotein (red). Scheme presenting the main 

domains of DNMT2 and the residues that approximately delimit them presented below. 

If the bond is absolutely rigid, showing no fluctuation, then that value is 1 or close to 1. 

If the amide bond shows high fluctuation along the MD, then the ultimate value is 0 – or 

close too. 

 

 At TRD region, HhaI presents several residues with lost in dynamics when in the 

presence of its substrate (Figure 3). The melDNMT2 has the most anomalous behavior 

between the DNMT2 studied, showing a dynamic gain in regions that are normally more 

stable in other DNMT2, both in the catalytic domain and in the TRD (e.g. residues site 1-

51 and 101-151, that below to PC-loop region) (Figure 3 and 4A). Ehmeth also presented 

a different dynamic pattern than the other DNMT2 here analyzed. The Ehmeth catalytic 

domain presented a remarkable gain of dynamics in the holoenzyme (in the region 

comprising the residues 50-70, the PC-loop), while in the other DNMT2 this region leans 

towards to have a loss of dynamics. In the Ehmeth TRD region, the dynamic behavior 

from apo and holoenzyme are very similar to each other (Figure 3). 
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Figure 4. DNMT2 surface representation with residues annotation from differences 

in S² parameters between holo and apoenzyme, which [S2(Holo) - S2(Apo)] > 0.113 

(blue) or < -0.113 (red). (A) On the left side, a front view of the enzyme is displayed, 

showing the cleft where DNA bound. On the right side, a back view is displayed, obtained 

by a 180° rotation about the vertical axis. (B) Representation of the trend of entropy flow 

on the surface of DNMT2, in which the arrows indicate the direction (blue color, smaller 

entropy and red, greater entropy). Positive values indicate a lower fluctuation when DNA 

was present, whereas negative values indicate that the residues had a greater fluctuation. 
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  On the other hand, wilDNMT2, SfDNMT2, and human DNMT2 showed 

somehow similarities in the dynamics. Clearly, we can distinguish three main regions 

which show accentuated entropy, approximately from residues (i) 75-100, (ii)160-200 

and (iii) 251-270 (Figure 3). The first region is located in the catalytic domain of DNMT2, 

mainly comprising the PC-loop. In this region, wilDNMT2 presents a loss of dynamics, 

while SfDNMT2 and human DNMT2 also present a more rigid behavior in the presence 

of DNA, but not so pronounced (Figure 3 and 4A). The second region refers to the hinge-

loop that links the catalytic domain and TRD. SfDNMT2 presented the smallest 

difference between apo and holoenzyme. We do not take into account human DNMT2 in 

this region because it has a large insertion with no resolution crystallographic, so this 

region was excluded in the molecular modeling.  

 In order, the third region refers to the TRD core, comprising the conserved 

residues: CFTxxYxxY/I (where "x" may be any other residue), E/DGTGS and DIV/I/C 

(residues 230 to 260). The five DNMT2 (melDNMT2, wilDNMT2, SfDNMT2, and 

human MT2) showed a heterogeneous behavior upon DNA binding. SfDNMT2 and 

human presented the greatest difference between apo and holoprotein states (Figure 3). 

In general, there seems to be a system of compensation and distribution of entropy 

through the protein structure, in which residues facing the protein-substrate interface 

(front) lose entropy when in the presence of the ligand, whereas in the "back" of the 

enzyme there is an increased entropy (Figure 4B). 

 Through Free Energy Landscape (FEL) analysis we can determine the 

conformational pattern which it is more favorable of each DNMT2 from apo and 

holoenzyme states, based on the Gibbs free energy. Basically, conformers with lower 

Gibbs free energy favor a folded state, and an increase in the Gibbs free energy favor 

unfolded stat in the FEL analysis. We also calculated the variance of the ∆G values 

obtained through the FEL, since the variance measures the deviations from the mean, that 

is, the difference between each data and the mean and evaluates the degree of dispersion 

of a dataset. 

 HhaI showed more states by the simulation with lower Gibbs free energy in the 

presence of DNA, while in the apo-protein populated a larger area in the FEL landscape 

(Figure 5 and S1). All eukaryotic DNMT2, when associated with the DNA, presented a 
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wide occupation of the landscape with the exception of wilDNMT2, and human MT2. 

The differences are observed more easily when we plot the ∆G values (Figure 6). We can 

note that HhaI and wilDNMT2 shown a similar pattern of dispersion of Gibbs free energy 

values. 

 

Figure 5. 3D free energy landscape of complex DNMT2-DNA as a function of the 

radius of gyration (RG) and the root-mean-square deviation (RMSD). All enzymes 

also were analyzed in apo state (Figure S1). The free energy values are shown next to the 

graphs. HhaI seems to populate a state able to accommodate DNA with great affinity, and 

the same can be observed in wilDNMT2 and Human MT2. 
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Figure 6. Gibbs free energy plot from apo- and holoenzymes along molecular 

dynamic simulations. Dots show the 1% minimum occupancy values. Filled squares, the 

maximum values. Empty squares represent averages values. The boxes denote the 25-75% 

occupancy values. 

  

The H-bonds interactions in the DNMT2-DNA complex 

 We asked whether the distributions of different molecular potential energy surface 

of DNMT2 of this study are linked to interactions with the substrate. Thus, we decided to 

evaluate the behavior of molecules in an aqueous medium by molecular dynamics 

simulation.  HhaI DNMT2 showed an average of H-bonds 33.51. The human MT2 have 

fewer H-bonds with the substrate over the dynamic simulations (H-bonds average 13.45), 

while Ehmeth appears then with an H-bond average of 16.98 (Figure 7). Interestingly, 
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wilDNMT2 has a greater number and stable pattern of H-bonds throughout the dynamic 

simulations (Figure 7 and 8). 

 

Figure 7. Average H-bonds between protein-DNA complex from DNMT2 over the 

molecular dynamics simulations. HhaI acts preferentially on DNA and present averages 

of H-bonds detachably larger than the other DNMT2, as expected. Among eukaryotic 

DNMT2, the human enzyme has the lowest average H-bonds, while wilDNMT2 has the 

highest mean values. 

  

 From the snapshots obtained from different moments of the molecular dynamics 

simulations, it was possible to analyze the structural behavior of MT2 and DNA, as well 

as to observe the residues that act primarily in the protein-substrate interaction (Figure 

9A and 9B). The residues described as having protein-DNA interaction in HhaI in 

previous studies are present among those that formed H-bonds with the substrate during 

the molecular dynamics simulations. However, during the MDS other residues, besides 

those already annotated, also showed interactions with the DNA (Table S2). 
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Figure 8. Number of H-bonds between protein and DNA of each simulated structure, 

throughout a 50 ns molecular dynamics simulation. It can be seen that the number of 

H-bonds of HhaI remains stable throughout the MD. Among the other DNMT2, only 

Ehmeth and wilDNMT2 maintain a more stable H-bond number, however, Ehmeth makes 

fewer connections than wilDNMT2. 

 

 The DNA molecule showed a more stable behavior linked to HhaI enzyme 

(Figure 9A and S2). In most eukaryotic MT2 there are a series of accentuated 

deformations and torsions in the DNA molecule during molecular dynamics (Figure 9A). 

Interestingly, wilDNMT2 appears to exhibit a behavior similar to that observed in HhaI, 
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with low DNA fluctuation, low dynamics, and maintenance of interactions mediated by 

more stable H-bonds along MD (Figure 8 and 9). 

 

Figure 9. DNMT2-DNA complex representation and sequences. (A) Each DNMT2 is 

represented by several structures obtained at different molecular dynamics simulation 

times, from the time 5 to 50 ns. Residues with hydrogen bonds during MD simulation are 

colored red; a molecule of DNA in cyan. Residues were taken with hydrogen bonds that 

were within the parameters of 3.5 Å with an angle of 30º. (B) Eukaryotic DNMT2 

alignment. The residues that showed H-bond interaction with DNA are highlighted in red. 

In blue, roman letters indicate the motifs that show conservation of interactions with the 
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substrate. Residues described as pivotal for human DNMT2 catalytic activity are marked 

with a green triangle. 

 Among eukaryotic enzymes, we detected thirteen motifs that showed common 

protein-DNA interactions (Figure 9B). Motifs I-V and XI-XIII belong to the catalytic 

domain of DNMT2, while motifs VI-X to TRD. Some motifs are characterized by high 

conservation of the residues and small charge variation (I, III, IV, VIII, IX and XIII), 

while other motifs end up with greater residues and charge variation (II, VI, VII, X, and 

XI). The first motifs group, for the most part, belong to the catalytic domain, while the 

second group belongs mostly to the TRD. 

 As for the behavior of apo and holoproteins, the enzymes HhaI, melDNMT2, 

wilDNMT2, and Human MT2 presented higher stability and lower RMSD values when 

complexed with DNA (Figure 10). When the RMSD values of the two major domains 

(catalytic and TRD) are analyzed separately, it is seen that MT2 work in a distinct 

modular manner between the domains. 

 

Figure 10. RMSD of the apo- (black) and holo-protein (red) over the 50 ns molecular 

dynamics simulations at 300 K. All structures stabilize from the 10 ns of simulation. 

The fluctuations found during the simulations of apoproteins refer mainly to the mobility 

of loops that make contact with the substrate when it is present. 
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Discussion 

 The key mechanisms of recognition of target sequences and the catalytic process 

of the DNMT2 family are well described from studies with HhaI and HaeIII enzymes. 

However, the prokaryotic DNMT2 differ substantially from eukaryotic DNMT2 

regarding substrate preference, while HhaI and HaeIII are DNA methyltransferases 

(Klimasauskas et al. 1994c; Reinisch et al. 1995), the eukaryotic DNMT2 seem to have 

lost affinity for this substrate, turning to the action on RNA molecules (Kuhlmann et al. 

2005; Durdevic et al. 2013a; Müller et al. 2013; Kaiser et al. 2016). Still, enshrined the 

differences of targeted substrates, these two groups of DNMT2 have deep conservation 

in their catalytic domains (Figure 1), suggesting similarities in mechanisms involved in 

the methylation at cytosine-target, an event known as base-flipping (Chen et al. 1991; 

Klimasauskas et al. 1994a; Reinisch et al. 1995). In order to better understand how the 

process of this change of substrate affinity was promoted, here we present an extensive 

analysis by means of MD simulation of five eukaryotic DNMT2, comparing to DNMT2 

HhaI. 

  Since conformational changes are likely to play a fundamental role in 

regulating the biological activity of DNMTs, the substrate specificity cannot be restricted 

from the conformational changes through MD simulations (Evans and Bronowska 2010). 

So, other factors may be involved in the mechanisms inherent in the recognition of the 

sequence and/or target substrate of DNMT2s. We cannot deny the importance of 

structure-related factors such as amino acid substitution at key positions that may interfere 

with substrate binding affinity; so, the dynamics of the enzyme may be closely related to 

the specificity with a given substrate.  

 Although the DNMT2 possess strong structural conservation in their catalytic 

domains, prokaryotic and eukaryotic enzymes present great variability in the TRD 

residues composition and architecture (Jeltsch 2002; Ponger and Li 2005; Jeltsch et al. 

2016; Vieira et al. 2017). This aspect is reflected in the global dynamics of each of the 

proteins studied here. It is clear that there is a pattern in certain motifs, especially those 

related to catalytic motifs. This same pattern can be observed in prokaryotic and 

eukaryotic enzymes. However, eukaryotic DNMT2 exhibit distinct behavior compared to 

HhaI. Even among evolutionarily closely related species differences can be noted (i.e. 

wilDNMT2 and melDNMT2). The dynamics differences found in the present study 



132 

 

between D.willistoni and D.melanogaster are consistent with our findings published in 

previous work, where the difference in the distribution of the molecular electrical 

potential surfaces between both species differ substantially (Vieira et al. 2017). 

 Differences in the composition of the residues induced changes in the flexibility 

of the proteins, indicating that it may affect the function of the proteins by altering 

enzyme-DNA interactions (Elengoe et al. 2014; Nagasundaram et al. 2015). When 

compared to the tertiary structures of the different DNMT2 TRDs, we can observe the 

fact that the prokaryotic enzymes exhibit a low structural organization, being formed 

basically of loops and most of the interactions with the target DNA sequence being 

mediated by these several loops, whereas, the eukaryotic enzymes have a structural 

organization more elaborated. This modification in the tertiary structure directly impacts 

the enzyme interactions with the substrate, as we can observe (Figure 7, 8 and 9). 

 Concerning the thermodynamics involving the studied DNMT2, it is evident that 

a loss of entropy is expected in the formation of a stable complex between protein and 

substrate, associated with the free diffusion of one component with respect to the other 

(Figure 3 and 4). Conformational entropy is considering an important component of the 

free energy of binding, generally, the conformational entropy is linearly correlated with 

total binding entropy (Marlow et al. 2010). As expected, HhaI showed a large entropy 

loss when the DNA was present, while the entropies losses were not so pronounced in the 

DNMT2 eukaryotic. These results indicate an enthalpy-entropy compensation network 

intrinsic to each DNMT2 and that directly impacts the free energy of the system and its 

variation between the apo and holoenzyme states (Figure 4, 5 and 6).  

 Differences in the structure, surface electrostatic potentials, and thermodynamic 

properties can influence the waters surrounding the protein and bound ligands, being an 

important contributor to the observed enthalpy-entropy compensation, and this is closely 

related to the hydrophilic and hydrophobic interactions of the physicochemical profile of 

residues that compose the protein and ligand (Swaminathan et al. 2002; Fisicaro et al. 

2004; Breiten et al. 2013). Assuming that the electrostatic interactions have an influence 

on binding free energy, and since H-bonds are essentially electrostatic interaction, we 

investigated the H-bonds between enzyme and substrate.  
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 Most DNA contacts are realized into the major groove in the protein-substrate 

interface. HhaI have a greater number of interacting residues, which are arranged in their 

TRD, which is composed mainly for loops (Figure 1, 9A and 9B). In addition to the 

residues described in previous works, new residues are presented here as important in the 

stabilization of the protein-DNA complex (Table S2). Another interesting fact is the 

contribution of several residues from the loop containing the catalytic cysteine (~ residues 

75-90) not only with the target cytosine but also interacting with the DNA minor groove, 

within phosphate backbone, orphan guanine and the adjacent guanine and thymine 

(Figure 9A). The involvement of this loop in the recognition of cognate DNA has been 

described in previous work, with MTase HgiDII (Castelán-Vega. et al. 2010). Still, in the 

catalytic domain, prokaryotic and eukaryotic DNMT2 share conserved residues-key as 

interacting with the substrate (Figure 9B). This fact is in agreement with previous studies 

that demonstrated, although the target substrate of the two MTase groups is different, the 

mechanisms involved in the methylation catalysis are the same (Dong et al. 2001; Cheng 

and Blumenthal 2008; Evans and Bronowska 2010; Swinehart and Jackman 2015). Thus, 

the differences emerge primarily in the H-bonds made by TRD.  

 The TRD composition differs in physicochemical nature, making them establish 

different contact points, restricting contacts between protein and DNA (Figure 9A and 

9B). Despite the differences in the number and frequencies of interacting residues 

between eukaryotic enzymes, we can establish the consensus residues that seems to be 

fundamental in contact and substrate recognition by DNMT2 (Figure 9B), such as 

Cys238 and Thr240 from conserved CFT motif (motif IX) (reference: Human MT2), 

Lys241, Gly237 and the E/DGT motif (motif X). It is important to note that residues 

Cys238 and Phe239 of the conserved CFT motif of eukaryotes are in the same spatial 

position of the TL motif of HhaI, which interacts with thymine adjacent to the target 

cytosine. In addition, in HhaI, the Arg240 is crucial for the recognition of the target 

sequence, loop closure and catalysis (Estabrook et al. 2009), but this residue has no 

positional homolog in the eukaryotic DNMT2, there is only some arginines and lysines 

that still appear in the TRD making H-bonds, in regions where there is no sequence 

conservation and with a large variation in the electrostatic charges. It is interesting to 

highlight the fact that the eight residues previously described as strongly linked to the 

affinity and catalytic activity of DNMT2 (Jurkowski et al. 2012) presented constant H-

bonds throughout the MD simulations (Figure 9B).  
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 The HhaI accommodate the DNA molecule more adequately, this is reflected in 

the little distortion of the oligomer represented in the different MD simulation snapshots 

(Figure 9A). This same accommodation aspect is observed in the snapshots of 

wilDNMT2 and Human MT2, however, DNA of the former has less structural distortions 

than the DNA of the latter. All other enzymes seem to wriggle, stretch, twist the DNA in 

their interaction framework, as in an attempt to find a more favorable position. 

 From REBASE (Roberts et al. 2015) we made a sequence searching, using the 

sequences of human MT2, wilDNMT2, and Ehmeth. As results, only three putative 

enzymes shown assigned recognition: the RsaI, an m4C-MTase, which it has recognition 

sequence 5’-GTAC-3’; and two 6mA-MTase, M.GmeI and M.GmeII, recognition motif 

GGATC and TCCAGG, respectively. Surprisingly, M.GmeI and M.GmeII share 

conservation with residues from eukaryotic TRD, which make H-bond with DNA. These 

results may indicate the eukaryotic DNMT2 promiscuity in relation not only to the type 

of molecule (DNA or RNA) but also to the target sequence. More recently, to get insight 

into the structural basis to DNMT2- tRNA complex, the crystal structure of 

Saccharomyces pombe DNMT2 was determined. The interaction with tRNA was 

analyzed by means of mass-spectrometry using UV cross-linked Dnmt2-tRNA complex, 

and the results showed the residues cross-linked to tRNAAsp are Lys91, Trp221, His223 

and Cys303 (Johannsson et al. 2018). These residues are very close to the residues found 

in the present study forming H-bonds with the DNA. 

 The results obtained clearly show a global trend during dynamics in the DNMT2. 

Several studies have identified changes in dynamics that favor the ligand binding and they 

are similarly dispersed throughout the entire protein (Okazaki and Takada 2008; 

Stockmann et al. 2008; Daniels et al. 2015; Kaplan et al. 2016). It is evident, however, 

that the change in dynamics associated with the DNA binding is linked to an enthalpy-

entropy compensation, which contributes to the binding free energy. Here, the cofactor 

binding (SAM or SAH) was not take in the count, but it is known that SAM seems to play 

a dual role, acting not merely as a donor of the methyl group for the target cytosine 

methylation but also facilitating the molecular association between DNMT and substrate 

(Evans and Bronowska 2010).  

 Even considering a global trend, there are differences found here that are 

congruent with the various results from previous studies that denote plasticity or duality 
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with respect to recognition sites and action substrates. For example, human MT2 appears 

to be adapted almost exclusively to acting on tRNA (Hermann et al. 2003; Goll et al. 

2006a; Müller et al. 2013; Shanmugam et al. 2015), which gives it characteristics 

described herein of lowest affinity and interactions with DNA throughout the dynamics. 

On the other hand, drosophilids having only DNMT2 as a DCM methyltransferase (Lyko 

et al. 2000; Marhold et al. 2004), it seems to act on the two substrates (DNA and/or 

RNA)(Jeltsch et al. 2006), which justifies the highest affinity and interaction with DNA 

during the MD. Nevertheless, it is possible to note substantial differences when 

comparing D. melanogaster, which has methylation sites CpA, CpC and CpT (Lyko et al. 

1985; Kunert et al. 2003; Panikar et al. 2015), and D. willistoni, which presents 

methylation mainly in context CpG, besides the sex-specific methylation - a unique 

phenomenon, not recurring in any other group of species of drosophilids (Garcia et al. 

2007; D’Ávila et al. 2010). Thus, our results suggest that protein dynamics, associated 

with structural conformation, surface electrostatic potentials, and TRD composition 

seems to contribute to the differences in substrate recognition and binding specificity 

found in DNMT2 family.  

 Summarily, we can infer that the peculiarities existing in DNMT2 are closely 

related to the evolutionary history, the ecological and epigenetic context of the different 

species, since we have eukaryotic organisms that carry the three families of DNMTs 

(DNMT1, DNMT2, and DNMT3), others that lost DNMT2 in their evolutionary journey 

and those that only carry the enzyme DNMT2. The fact that the enzyme is strongly 

conserved among the most different eukaryotic lineages is evidence to its evolutionary 

importance; on the other hand, the fact that its target recognition domain encompasses 

great diversity (in various molecular levels: primary structure, sub-structure, secondary 

structure, molecular electrical potential surfaces) suggests that DNMT2 has great 

adaptive potential. 
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Supplementary Material 

 

Table S1. Sum of the differences between RMSFs [Holo - Apo]. 

HhaI HaeIII Ehmeth melDNMT2 wilDNMT2 SfDNMT2 Human DNMT2 

-9.6376 -7.9525 0.106 -1.6562 -9.8229 -0.8807 -5.528 
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Table S2. Residues involved in Protein-DNA interactions. 

HhaI     
Residues N° Reference MD N°   
      TYR 44   
      GLY 78   

PHE 79 [3][6] PHE 79   
CYS 81 [3][6] CYS 81   

      GLN 82   
SER 85 [3][6] SER 85   
ILE 86 [3][6] ILE 86   

      SER 87   
      GLY 88   

LYS 89 [3][6] LYS 89   
      GLN 90   

ARG 97 [3][6] ARG 97   
GLU 119 [1][3][5][6] GLU 119   

      ASN 120   
      LYS 122   
      ASN 123   

SER 126 [3][6] SER 126   
LYS 162 [3][6] LYS 162   

      ARG 163   
ARG 165 [1][3][4][6] ARG 165   
ARG 209 [3][6] ARG 209   
THR 226 [3][6] THR 226   
ARG 228 [3][6] ARG 228   
LYS 234 [3][6] LYS 234   
GLN 237 [2][3][6] GLN 237   
GLU 239 [2] GLU 239   
ARG 240 [2][3][6] ARG 240   
TYR 242 [2][3][6] TYR 242   
THR 250 [1][3][6] THR 250   
LEU 251 [1]       
SER 252 [3][6]       
ALA 253 [3][6] ALA 253   
TYR 254 [2][3][6] TYR 254   

      GLY 255   
      GLY 256   

GLY 257 [3][6] GLY 257   
      ILE 258   
      LYS 261   

SER 294 [3][6] SER 294   
      SER 296   

GLN 297 [3][6] GLN 297   
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Table S3. Interaction energy protein-DNA from structures although 50ns molecular 

dynamic simulation. 

  DNMT2 

 HhaI Ehmeth wilDNMT2 melDNMT2 SfDNMT2 Human 

Eint (kJ/mol) -10762.19 -6324.38 -8260.36 -5577.38 -6427.03 -6001.59 
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Figure S1. 3D free energy landscape of DNMT2 apoenzyme as a function of the radius 

of gyration (RG) and the root-mean-square deviation (RMSD). 
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Figure S2. DNA RMSD over the 50 ns molecular dynamics simulations at 300 K.  
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Figure S3. RMSD of the catalytic domain (apo-, black, and holo-, red) over the 50 ns 

molecular dynamics simulations at 300 K. 
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Figure S4. RMSD of the TRD (apo-, black, and holo-, red) over the 50 ns molecular 

dynamics simulations at 300 K. 
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Discussão Geral 

 Desde que foi publicada a primeira versão do genoma humano, isso em 26 de 

junho de 2000, o termo “epigenética” aos poucos foi tomando espaço – o que em um 

primeiro momento parece ser um contrassenso. A ideia inicial de que com o acesso a 

todos os genes e sequências que compõem o genoma dos organismos seria a chave para 

desvendar os mistérios por de trás da Biologia dos organismos, foi aos poucos se 

apagando frente ao fato que o genoma (a molécula de DNA propriamente) por si só não 

produz estruturas. A partir dessa realidade que se levantava frente aos olhos dos 

pesquisadores, a epigenética surge com a esperança de mostrar que os organismos são 

muito mais do que a soma de seus genes. A “redescoberta” da epigenética abriu as portas 

para o entendimento de como ambiente (interno e externo dos organismos) e genoma se 

comunicam.  

E tudo isso tem início nos trabalhos seminais conduzidos por Conrad Hal 

Waddington, em 1942, com Drosophila, demonstrando como o ambiente pode induzir 

alterações na programação ontogenética dos organismos. Porém, seus achados, assim 

como as pesquisas conduzidas por Richard Benedict Goldschmidt (1878-1958), se 

mostravam pouco ortodoxos para o ethos de seu tempo, onde a Teoria Sintética Evolutiva 

tomava forma, erguida sobre as bases da Seleção Natural, Genética de Populações e 

Paleontologia. Ao longo de mais de sete décadas a ideia do genecentrismo entremeou os 

principais estudos nas mais diversas áreas da Biologia, enquanto a Ecologia e o 

Desenvolvimento eram relegados a campos secundários e tomando apenas papéis 

passivos dentro do contexto da Biologia Evolutiva. Contudo, esse cenário passa a se 

modificar a partir da década de 80, e mais fortemente com a chegada dos anos 90 com o 

advento de novas técnicas e tecnologias que possibilitaram a abertura da “caixa-preta”, 

que até então parecia indecifrável, de como fenótipo e genótipo se comunicam. O 

interessante, e não menos irônico, é que o surgimento, ostracismo e ressurgimento do 

campo de estudos epigenéticos estão amparados em ensaios feitos com Drosophila. Tal 

fato só demonstra a grande importância desses organismos e a incrível contribuição que 

vêm dando à ciência.  

 A presente tese tem como foco a compreensão da função biológica e histórico 

evolutivo envolvendo a enzima m5C-MTase Dnmt2 de Drosophila. Isso se faz 

interessante visto que, até final da década de 90, Drosophila era considerada como 

organismo livre de metilação de citosinas genômicas ou com níveis indetectáveis (Lyko 
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et al. 2000). Entretanto com o advento de novas análises que capacitaram o 

aprofundamento dos fenômenos epigenéticos de metilação, verificou-se que Drosophila 

possui citosinas metiladas (mesmo que em níveis menores que vertebrados). O 

interessante é que ao se buscar a enzima mediadora desse fenômeno, constatou-se que 

Drosophila não possui as MTase canônicas (Dnmt1 e Dnmt3), estando presente apenas a 

MTase Dnmt2 (Kunert et al. 2003). Dessa maneira, o gênero Drosophila passa a ser 

classificado como organismos “Dnmt2-only”. Logo, tanto o fenômeno de metilação 

genômica em drosofilídeos, como a função biológica de sua única MTase (Dnmt2), são 

objetos de estudos que atraem substancial curiosidade científica. 

 As investigações realizadas têm como ponto de partida os resultados obtidos em 

estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa, onde a abordagem sobre 

elementos transponíveis em espécies neotropicais de Drosophila willistoni demonstrou 

que a regulação desses elementos é substancialmente diferente entre D. melanogaster 

(Sassi et al. 2005). Em 1997, Garcia, em sua dissertação de Mestrado, utilizando enzimas 

sensíveis às citosinas metiladas, verificou que os padrões de bandeamento nos 

cromossomos politênicos de D. melanogaster e D. willistoni se distinguiam. Para procurar 

compreender tais padrões encontrados, nosso grupo de pesquisa deu continuidade nas 

análises, o que possibilitou evidenciar o fenômeno de metilação no genoma de D. 

willistoni, mas não só isso, os padrões de metilação entre machos e fêmeas dessa espécie 

apresentavam diferenças em genes de DNA ribossomal (rDNA), ou seja, havia se 

descoberto o fenômeno de metilação sexo-específica em D. willistoni (Garcia et al. 2007). 

Procurando ampliar o entendimento desse fenômeno, e averiguar se o mesmo seria 

recorrente nas demais espécies de drosofilídeos, estabeleceu-se uma extensa análise sobre 

os padrões de metilação (D’Ávila et al. 2010). Analisando diversas linhagens do 

subgênero Sophophora de Drosophila, D’Ávila et al. (2010) verificaram que o fenômeno 

de metilação sexo-específica se restringe às espécies do subgrupo willistoni.  

 Garcia et al. (2007) lançou olhar para a Dnmt2 e analisou a conservação da 

enzima, comparando as sequências de D. willistoni e D. melanogaster. O que se verificou 

é que, apesar de substancial conservação dos domínios catalíticos das enzimas das duas 

espécies analisadas, essas diferenciam-se especialmente na região responsável por fazer 

o reconhecimento da sequência alvo a ser metilada (TRD). De fato, a Dnmt2 é 

considerada uma MTase peculiar e enigmática por conta da sua capacidade de atuar sobre 

diferentes substratos – DNA ou RNA – e ao mesmo tempo ser a mais amplamente 



155 

 

conservada das metiltransferases (Lyko et al. 2000; Lin et al. 2005; Goll et al. 2006b; Rai 

et al. 2007; Schaefer et al. 2008; Krauss and Reuter 2011; Kaiser et al. 2016; Genenncher 

et al. 2018).  

Por conta disso, no Capítulo II da presente tese procuramos fazer uma análise 

ampla da Dnmt2, quanto à sua conservação e prováveis forças evolutivas envolvidas. 

Verificamos que a maioria das 68 espécies analisadas apresentaram sinais positivos de 

hibridização e amplicons com sondas e primers de Dnmt2. Apenas espécies do subgênero 

Dorsilopha não apresentaram sinais ou amplicons, o que também não é suficiente para 

excluirmos o fato delas possuírem o gene da Dnmt2, mas que provavelmente exista 

destacada variabilidade que não tenha permitido a hibridização ou amplificação em PCR 

com as sondas e primers utilizados no presente estudo. Observamos que o gene Dnmt2 

possui considerável conservação entre 44 sequências analisadas. As análises filogenéticas 

com Dnmt2 resgatam as relações evolutivas entre os clados dos subgêneros Drosophila e 

Sophophora A enzima Dnmt2 possui dez motivos catalíticos (Lyko et al. 2000), e entre 

os motivos VIII e XIX encontra-se a TRD. Os motivos catalíticos apresentam grande 

conservação, porém com algumas regiões apresentando alta taxa evolutiva, enquanto a 

TRD apresenta uma taxa evolutiva maior entre as espécies. Tal fato está de acordo com 

o esperando tomando como base os achados descritos no trabalho de Garcia et al. (2007). 

 Logo, se os resultados obtidos apresentam, de modo geral, uma ampla 

conservação da Dnmt2 entre drosofilídeos, questionamos qual seriam os mecanismos 

evolutivos envolvidos nas diferenças encontradas dentro dos motivos catalíticos e TRD. 

Demonstramos que a seleção purificadora é preponderante na manutenção e conservação 

da Dnmt2 entre drosofilídeos, entretanto seis sítios apresentam sinais de seleção positiva 

e doze sítios evoluíram sob seleção positiva desestabilizadora, favorecendo mudanças 

estruturais e funcionais entre as Dnmt2 de drosofilídeos. A maioria desses sítios estão 

localizados em regiões de potencial interação com outras moléculas.  

O que sabemos é que se determinadas enzimas estão interligadas e pertencem a 

uma mesma rede metabólica, logo esperamos que suas taxas evolutivas acabem sendo 

parecidas. Partindo desse princípio, efetuamos uma extensiva análise de genes possuindo 

covariação das taxas evolutivas com a Dnmt2 de Drosophila, nos revelando quinze 

proteínas que estão intimamente relacionadas à controles de expressão gênica cis, trans, 

remodelação de cromatina, modificações de RNAs e DNA. Tais achados destacam ainda 
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mais as peculiaridades inerentes da Dnmt2, ainda mais em organismos “Dnmt2-only”, 

como é o caso de Drosophila. Por fim, outro aspecto muito interessante que encontramos 

no estudo conduzido no Capítulo II, foi a alta taxa de variação nucleotídica por códon 

do gene Dnmt2 em D. willistoni. Esse resultado discutiremos um pouco mais adiante. 

 A metilação de citosinas genômicas durante a ontogenia dos organismos é 

importante para o estabelecimento da identidade das células, promovendo assim a 

citodiferenciação e morfogênese ao longo do desenvolvimento (Serman et al. 2006; Reik 

2007). Estudos anteriores procuraram caracterizar os padrões de expressão gênica da 

Dnmt2 em Drosophila. O que se observou é que existe uma maior taxa de transcrição de 

Dnmt2 nos estágios iniciais de desenvolvimento de Drosophila (Lyko 2001; Kunert et al. 

2003). Em Drosophila mutante para Dnmt2 verificou-se a perda de citosinas genômicas 

metiladas em embriões, perda da integridade da cromatina e aumento da atividade de 

retrotransposons (Phalke et al. 2009). Diante desse cenário e somando-se o fato do 

peculiar fenômeno de metilação sexo-específica em espécies do subgrupo willistoni, 

passamos a investigar os padrões de expressão gênica de Dnmt2, no âmbito espaço-

temporal e sua localização in situ em cromossomos politênicos de D. willistoni (Capítulo 

III). 

 Nossas análises quantitativas dos níveis de transcritos de Dnmt2 (Capítulo III), 

em um primeiro momento, não parecem diferir dos padrões encontrados por Lyko et al. 

(2001), no qual se observa elevados níveis de expressão em estágios iniciais de vida 

(embrião), diminuindo substancialmente ao longo das demais fases do desenvolvimento 

(larva, pupa e adultos). Entretanto, em uma observação mais atenta, verificamos que os 

níveis de transcritos de Dnmt2 em adultos de D. willistoni são levemente maiores 

daqueles encontrados em estudos prévios (Lyko 2001; Kunert et al. 2003). Esse resultado 

é bem sugestivo, ainda mais quando estamos tratando de uma espécie que possui padrões 

de metilação sexo-específica. A hibridização in situ com ribosondas de Dnmt2 em oócitos 

e embriões dão suporte aos resultados obtidos por qPCR.  

 Quanto à localização física em cromossomos politênicos (Capítulo III), a 

hibridação in situ revelou que o gene da Dnmt2 de D. willistoni encontra-se no braço IIL, 

correspondente ao elemento B de Muller. Sua localização corrobora a proposta de 

preservação de sintenia dos elementos cromossômicos como sendo adaptativos 

(Schaeffer et al. 2008). Entretanto, a surpresa da localização da Dnmt2 reside em sua 
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posição específica no braço IIL: o gene se encontra em região subtelomérica. Esse 

resultado acaba ligando os dados obtidos no Capítulo II com os dados do Capítulo III. 

A alta taxa de variação nucleotídica por códon do gene Dnmt2 em D. willistoni pode ser 

explicada por conta da sua posição subtelomérica. Sabe-se que regiões heterocromáticas 

(centroméricas e teloméricas) e regiões eucromáticas possuem padrões evolutivos 

diferentes. Os padrões evolutivos dos telômeros (e de regiões subteloméricas) 

distinguem-se até mesmo entre espécies evolutivamente próximas (Trask et al. 1998). Em 

D. melanogaster a região telomérica é formada por elementos transponíveis Het-A e 

TART, porém através de análises por bandamento de cromossomos politênicos, utilizando 

diferentes marcadores, demonstrou-se que a região telomérica de D. willistoni é rica em 

dinucleotídeos CpG, o que contrasta com os telômeros de D. melanogaster (Garcia 1997, 

dados não publicados). Além disso, regiões teloméricas possuem baixas taxas de 

recombinação (Lindsley et al. 1977), mas em contrapartida possuem altas taxas de 

mutações (Roberts 1979). 

 Sabemos a partir dos resultados obtidos no Capítulo II que a Dnmt2 de 

drosofilídeos é, de modo geral, conservada em seus motivos catalíticos, mas varia na 

TRD. Entretanto, analisar a estrutura primária de enzimas/proteínas acaba não permitindo 

que entendamos as interações e características físico-químicas que emergem a partir do 

dobramento proteico. Para aprofundarmos o entendimento a respeito das diferenças 

existentes entre as Dnmt2 de drosofilídeos modelamos computacionalmente 26 estruturas 

terciárias (Capítulo IV). Além disso, encaminhamos uma análise evolutiva estrutural das 

Dnmt2, comparando os conformêros de 26 drosofilídeos com as Dnmt2 de Haemophilus 

influenzae, Haemophilus haemolyticus, Geobacter sulfurreducens (procariotos), 

Entamoeba histolytica (protozoa), Spodoptera frugiperda (Lepdoptera) e de Mus 

musculus e Homo sapiens (vertebrados). De fato, constatamos conservação no domínio 

catalítico das Dnmt2, porém destacadas diferenças na região TRD entre procariotos e 

eucariotos. Essa diferença implica na preferência de substratos, na qual procariotos tem 

alta processividade em DNA (O’Gara et al. 1996a), enquanto a Dnmt2 de eucariotos tem 

maior afinidade por RNA (Durdevic et al. 2013b).  

 Outra característica interessante que nossas análises apresentaram são as 

diferenças nos perfis de distribuição de potencial eletrostático de superfície entre as 

Dnmt2 com afinidade por DNA e aquelas com ação sobre RNA (Capítulo IV). 

Claramente as enzimas com afinidade por DNA possuem uma distribuição acentuada de 
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cargas positivas na superfície da região TRD, o que não ocorre nas Dnmt2 de eucariotos. 

Curiosamente, a extensa análise dos potenciais eletrostáticos de superfície mostrou que 

grupos relacionados evolutivamente possuem diferenças marcantes na forma como as 

cargas estão distribuídas na superfície de suas moléculas, quando o esperado era que os 

drosofilídeos estivessem agrupados com pequenas diferenças. E aqui destacamos o perfil 

de distribuição de cargas na TRD de D. willistoni, onde essa possui prevalência de cargas 

positivas. Tanto que a correlação entre as constantes cinéticas preditas Kcat/Km de D. 

willistoni se aproximam aos valores da Dnmt2 de Haemophilus influenzae, uma DNA 

MTase. Esse dado é interessante, pois se D. willistoni possui metilação sexo-específica, 

esse fenômeno é de algum modo bem regulado para promover o padrão, logo a Dnmt2 

deve trazer consigo algum grau diferenciado de afinidade ao substrato (DNA) que não 

seja compartilhado com as demais espécies de drosofilídeos. 

 A questão que fica é: será que as diferenças de distribuição de cargas eletrostáticas 

de superfície na TRD das diferentes Dnmt2, associada às diferenças estruturais, de fato 

influenciam a afinidade entre o complexo Dnmt2-DNA? 

 Para responder a essa questão, elaboramos uma série de simulações de dinâmica 

molecular para avaliar o comportamento de diferentes Dnmt2 (Capítulo V). As análises 

oriundas das dinâmicas de HhaI (H. influenzae), Ehmeth (E. histolytica), SfDmnt2 (S. 

frugiperda), wilDnmt2 (D. willistoni), melDnmt2 (D. melanogaster) e a MT2 humana 

revelaram que realmente aquelas Dnmt2 que apresentam um perfil de cargas eletrostáticas 

de superfície positiva mais elevadas na TRD apresentam maior grau de interação com o 

substrato, no caso, o DNA.  A wilDnmt2 possui um comportamento de alguma forma 

semelhante ao observado em HhaI, com baixa flutuação estrutural da molécula DNA, 

baixa dinâmica e manutenção de interações ligações de Hidrogênio mais estáveis ao longo 

de simulação de dinâmica molecular. Em termos gerais, os resultados obtidos no 

Capítulo V também trazem informações interessantes de como se processam as relações 

energéticas entre os estados apo (sem substrato ligado à enzima) e holo (substrato e 

enzima complexados). O que percebemos é que há uma rede de compensação entalpia-

entropia intrínseca a cada Dnmt2 e que impacta diretamente a energia livre do sistema e 

sua variação entre os estados apo e holo. 

 Em síntese, os dados apresentados na presente tese (i) estão de acordo com o que 

diversos autores têm descrito em sistemas epigenéticos de drosofilídeos quanto aos níveis 
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de expressão; (ii) entretanto, o subgrupo willistoni de Drosophila aparece como um grupo 

de espécies que merece especial atenção diante das peculiaridades emergentes em níveis 

moleculares, epigenéticos e citogenéticos. Assim, não é ousado concluir que, apesar de 

Drosophila melanogaster ser um objeto de estudo valioso e ser amplamente empregado 

na Biologia, em seus mais diversificados campos, que a generalização de eventos 

genéticos, moleculares, fisiológicos e ecológicos para todos os demais drosofilídeos 

parece ser forçosa, justamente pelo fato de estarmos lidando com um gênero (Drosophila) 

constituído por uma imensa diversidade de espécies que carregam consigo marcas 

características de suas peculiares histórias evolutivas. 

 

Perspectivas 

 Os trabalhos realizados anteriormente por nosso grupo de pesquisa do Laboratório 

de Drosophila da UFRGS abriram vasto campo de investigação a ser explorado. Desde a 

caracterização do fenômeno de metilação sexo-específica em D. willistoni (Garcia et al. 

2007); passando pelo aprofundamento das buscas por entender a recorrência de tal 

fenômeno em drosofilídeos (D’Ávila et al. 2010) e, com a presente tese, revelando a 

conservação, história evolutiva e forças que moldaram as Dnmt2 em drosofilídeos 

(Capítulo II); analisando o perfil de expressão de Dnmt2 no âmbito espaço-temporal e 

sua localização cromossômica (Capítulo III); avaliando as características físico-

químicas que emergem da estrutura terciária das Dnmt2 de drosofilídeos, revelando suas 

peculiaridades (Capítulo IV); e como essas características moleculares atuam nas 

interações da Dnmt2 com o substrato de DNA (Capítulo V). Entretanto há muito a ser 

esclarecido sobre os mecanismos epigenéticos envolvendo a Dnmt2 e a metilação de 

DNA e RNA, além do peculiar fenômeno de metilação sexo-específica. 

 Dessa maneira, listo aqui algumas questões pertinentes para a ampliação do 

fenômeno epigenético até aqui abordado e possíveis abordagens: 

• Quais são os genes próximos à Dnmt2 de D. willistoni? Por estar em região 

subtelomérica qual o impacto desses no contexto evolutivo e fisiológico? 

Que forças evolutivas resguardam tal região cromossômica de D. willistoni 

e que diferenças existem (se existem) em relação aos demais 

drosofilídeos? O trabalho realizado no (Capítulo II) em conjunto com os 
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dados obtidos por Garcia et al. (2015) servem como ponto de partida para 

uma análise citológica por meio de experimentos de genome-walking. 

• Como estão distribuídas as citosinas metiladas fisicamente no genoma de 

D. willistoni? Para isso, podemos empregar a técnica de FISH em 

cromossomos metafásicos, utilizando anticorpos anti-5metilcitosina 

(Pendina et al. 2016). 

• Qual o status do metiloma de D. willistoni? Ele se diferencia em relação à 

D. melanogaster? Para tais questões, análises podem ser feitas por 

eletroforese capilar (Stach et al. 2003), ou através de espectrometria de 

massas (Reichetzeder et al. 2014). 

• Quais são os genes ou sequências metiladas em D. willistoni? Através de 

cromatografia por afinidade poderemos acessar as sequências metiladas, 

utilizando para isso colunas de ligação ao DNA com anticorpos anti-

5metilcitosinas (Salzberg et al. 2004). 

• No trabalho realizado por Garcia et al. (2007) diversos fragmentos de 

DNA de D. willistoni oriundos da digestão pela técnica MSRE foram 

isolados e sequenciados. O que são essas sequências? Quais as 

características dessas sequências quanto ao seu conteúdo CpG? Existem 

genes próximos a esses fragmentos? Para essas questões uma busca in 

silico pode ser conduzida para localizar essas sequências junto ao genoma 

de D. willistoni e avaliar o que se encontra em regiões próximas. 

• Qual a importância fisiológica e ontogenética da Dnmt2 para D. willistoni? 

Como os mecanismos epigenéticos fazem a ponte entre genótipo e 

fenótipo, entre ambiente e genoma, parece interessante avaliar os impactos 

ocasionados pelo composto orgânico sintético Bisfenol A (BPA), que já se 

mostrou um potente disruptor estrogênico, interferindo na rota metabólica 

de reciclagem de S-adenosilmetionina (grupo doador de metil 

intermediado pela Dnmt2). Para isso, pode se estabelecer protocolo com 

diferentes concentrações de BPA em meio de cultura onde as linhagens 

vivem e avaliar diversos parâmetros em nível macro: como taxa de 

mortalidade, fecundidade, desenvolvimento de fenótipos aberrantes e 

modificação de comportamento. E também avaliar em nível molecular os 

impactos oriundos da exposição de D. willistoni ao BPA, como: níveis 
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expressão de Dnmt2, níveis de citosinas metiladas e modificação nos 

padrões de metilação sexo-específico. 
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