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RESUMO 
 
O colesterol é uma substância de extrema importância para todos os animais. 

Entretanto, seu alto nível no corpo humano está ligado às duas principais doenças 

que mais matam no mundo: cardiopatia isquêmica e AVC. Um dos medicamentos 

sintéticos já utilizados no tratamento da hipercolesterolemia são as estatinas, 

inibidoras da 3-hidroxi-3-metilglutaril Coezima A redutase (HMGR), que agem 

principalmente no fígado inibindo a conversão do substrato HMG-CoA em ácido 

mevalônico, que é o metabólito precursor do colesterol. Realizou-se estudos de 

Dinâmica Molecular (DM) combinados com Análise de Componentes Principais (PCA) 

para verificar o mecanismo das mudanças conformacionais do domínio Flap no C-

terminal (resíduos His861, Leu862, Val863, Lys864, Ser865 e His866) após a ligação 

do substrato e de estatinas eficientes na inibição da enzima HMGR. Um total de 500 

ns de Tempo de simulação de DM foram realizados neste estudo. Empregou-se 

cálculos de Energias Livres de Ligação, que indicaram que o mecanismo estrutural do 

Flap está relacionado diretamente com a ação da proteína HMGR, uma vez que esse 

domínio controla o acesso ao sítio ativo da enzima. Os resultados mostram também 

que a modificação estrutural do Flap aumenta a contribuição energética do sistema 

ao permitir maiores interações com os resíduos catalíticos e, consequentemente, a 

capacidade de inibir a produção do colesterol, como foi observado para a His866 

catalítica, que tem contribuição bastante favorável quando o Flap está no estado 

fechado, com energia de -14,802 Kcal/mol, e quando o Flap passa para o estado 

aberto a contribuição é menos favorável, com -1,022 Kcal/mol, para o inibidor 1, 

mostrando que no estado fechado o resíduo catalítico está envolvido diretamente e 

contribui de modo favorável para o sistema, nos levando a uma melhor compreensão 

das mudanças conformacionais de HMGR após a ligação dos ligantes estatínicos e 

substrato HMG-CoA. 
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ABSTRACT 
 
Cholesterol is a substance of paramount importance for all animals. However, its high 

level in the human body is linked to the two major diseases that kill the world: ischemic 

heart disease and stroke. One of the synthetic drugs used in the treatment of 

hypercholesterolemia are statins, inhibitors of 3-hydroxy-3-methylglutaryl Cozyme A 

reductase (HMGR), which act primarily on the liver by inhibiting a conversion of the 

HMG-CoA substrate into mevalonic acid, which is the metabolite Cholesterol 

precursor. Studies Molecular Dynamics (MD) combined with Principal Component 

Analysis (PCA) were performed to verify the mechanism of the changes in the C-

terminal Flap domain form (residues His861, Leu862, Val863, Lys864, Ser865 and 

Hys866) after binding substrate and efficient statins in inhibiting the HMGR enzyme. A 

total of 500 ns of MD simulation time were performed in this study. Binding Free 

Energies calculations were used, which estimate that the structural mechanism of the 

Flap is related to an action of the HMGR protein, since domain control or access to the 

active site of the enzyme. The results also show that the structural modification of Flap 

increases the energy contribution of the system by involving larger interactions with 

catalytic residues and, consequently, an ability to inhibit cholesterol production, as 

observed for the catalytic His866, which has a very favorable contribution when the 

Flap is in the closed state, with energy of -14,802 Kcal/mol, and when the Flap passes 

to the open state the contribution is less favorable, with -1,022 Kcal/mol, for 1 inhibitor, 

showing that in the closed state the catalytic residue is directly involved and contributes 

in a favorable way to the system, leading to a better understanding of the 

conformational changes of HMGR after a binding of statin derivatives and HMG-CoA 

substrate. 
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1 INTRODUÇÃO 

 As sete décadas de investigação sobre o mecanismo de HMG-CoA Redutase 

forneceram uma via de reação detalhada para o que é uma das enzimas mais 

importantes biomédica e mecanisticamente os mais complexos. HMGR é o alvo de 

estatinas que são prescritas para melhorar a qualidade de vida de milhões de pessoas 

em todo o mundo e, mais recentemente, tem sido identificada como um alvo para o 

desenvolvimento de agentes antimicrobianos (HAINES, 2013). 

 A compactina, simvastatina, fluvastatina, cerivastatina, atorvastatina e 

rosuvastatina são as principais estatinas capazes de manter os níveis toleráveis de 

LDL (lipoproteínas de baixa densidade) no sangue. Produzem efeitos adversos tais 

como: desconforto gastrointestinal, enxaqueca, rachaduras na pele, dores 

musculares, disfunção sexual, sonolência, náuseas, constipação e neuropatia 

periférica. A afinidade dessas estatinas por HMGR são superiores a 10.000 vezes em 

relação à HMG-CoA, indicando que esses medicamentos são potentes inibidores da 

produção de colesterol pelo fígado (ENDO, 1976). 

 Além disso, o efeito mais comum associado à estatinas é a mialgia, que se 

manifesta por rigidez e fraqueza muscular, fadiga e cãibras. Pensa-se que a causa 

desse efeito secundário é a inibição da enzima HMGR. Tem sido sugerido que as 

estatinas com maior hepatosseletividade podem ajudar a reduzir o efeito colateral, já 

que os compostos estarão menos disponíveis para tecidos musculares (PARK, 2008).  

Tendo em vista que o aumento da hidrofilicidade garante maior característica 

hepatosseletiva, essa estratégia favorece a disponibilidade de novas estatinas mais 

potentes e mais eficazes que poderiam, em doses iniciais, reduzir os níveis de LDL. 

 Estão sendo explorados estudos de modelagem molecular associados a 

recursos computacionais, reduzindo o tempo e o custo na descoberta e produção de 

novos fármacos. Neste trabalho foram selecionados os compostos estatínicos de alta 

hepatosseletividade, eficientes na inibição enzimática da HMGR humana, capazes de 

provocar o fechamento do Flap do C-terminal (resíduos 861-866), abordando um 

composto 1 estatínico que desempenha o comportamento do Flap aberto, o composto 

2 que provoca o fechamento do Flap (observados por Sarver em 2008) e foram 

efetuados estudos com substrato HMG-CoA da HMGR. Foram utilizados estudos de 

Dinâmica Molecular (DM) com intuito de conhecer o modo do mecanismo 

conformacional da enzima HMGR a nível molecular, associados a técnicas estatísticas 
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 A cada simulação de Minimização, a energia do sistema diminui, com a redução 

de contatos desfavoráveis e a formação de interações intra e intermoleculares como 

ligações de hidrogênio. A minimização corresponde à otimização da geometria das 

moléculas e consiste em alterar as coordenadas cartesianas dos átomos de forma a 

encontrar o mínimo de energia potencial global, isto é, alterá-los para valores próximos 

ou iguais as suas posições de equilíbrio. Antes da simulação da dinâmica molecular é 

necessário realizar a minimização do modelo como forma de eliminar conflitos 

estéricos e distorções entre ângulos e comprimentos de ligação entre os átomos 

(ADCOCK; McCOMMON, 2006). Diversos métodos de minimização estão atualmente 

disponíveis, entre eles, dois são largamente utilizados: osteepest-descent e o método 

de gradiente conjugado. 

 A ideia de equilíbrio de uma simulação por DM se refere à estabilização de suas 

propriedades, ou seja, que estas alcancem um estado de equilíbrio. Considera-se que, 

antes de estarem equilibradas, as propriedades em estudo apresentam variações ou 

comportamentos não representativos das situações de interesse. Assim, é necessário 

que o tempo de simulação seja suficientemente longo para que as propriedades em 

estudo estejam adequadamente equilibradas (NAMBA, SILVA, SILVA, 2008; VERLI, 

2014).  

 O cálculo de uma simulação por DM não gera informações contínuas, mas sim 

é dividida em pequenos passos, usualmente na escala de femtossegundos (fs). A 

sucessão destes passos dará origem as trajetórias, isto é, à evolução temporal do 

comportamento molecular na simulação realizada (VERLI, 2014).  

 A DM é fundamentada nas resoluções de equações do movimento da mecânica 

molecular (MM) para cada partícula constituinte do sistema. Nesta abordagem, cada 

átomo (ou conjunto de átomos) é considerado como sendo um ponto de massa 

interagindo com os demais pontos do sistema sendo, cada um, mantidos unidos por 

forças harmônicas ou elásticas (TUCKERMAN; MARTYNA, 2000). Os efeitos 

quânticos de interação dos orbitais moleculares são, portanto, desprezados. 

Resumidamente podemos dizer que o sistema é representado por bolas interligadas 

entre si por molas e as equações Newtonianas descrevem o movimento destas 

partículas. Esta abordagem é possível graças à aproximação de Born-Oppenheimer 

que consiste em tratar o núcleo e a eletrosfera como entidades diferentes (ADCOCK; 

McCOMMON, 2006). Esta aproximação supõe que a densidade eletrônica ajusta-se 
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instantaneamente às mudanças na posição dos núcleos, considerando seu livre 

movimento.  

 O sucesso da dinâmica molecular em reproduzir efeitos satisfatórios, mesmo 

desprezando os efeitos quânticos, se deve também à portabilidade dos campos de 

força, isto é, parâmetros utilizados para moléculas pequenas podem ser aplicados 

para descrever o comportamento de macromoléculas (carboidratos, proteínas, etc). 

 As análises de simulações por DM devem, preferencialmente, ser realizadas 

observando propriedades de complexidade crescente (o que costuma estar associado 

ao tempo requerido à equilibração desta propriedade). Assim, as primeiras 

propriedades a serem avaliadas são normalmente a pressão, o volume a densidade e 

a energia total do sistema. Todas estas propriedades devem alcançar um patamar 

estável, paralelo ao eixo x (tempo). Pode-se observar alguma variação no início da 

simulação, mas, em seguida, devem atingir este patamar e se manter neste nível ao 

longo da simulação. Estas costumam ser propriedades de rápida equilibração em 

simulações por DM (NAMBA, SILVA, SILVA, 2008; VERLI, 2014).  

4.2 Procedimento Computacional: DM 

Neste trabalho as simulações de Dinâmica Molecular foram realizadas no 

programa AMBER 12 (CASE et al., 2012), utilizando somente a cadeia C e D da 

proteína 1DQ9 (HMGR), devido ao sítio ativo ser entre duas cadeias, e a cadeia C 

possui região C-terminal mais completa (resíduos 861-866). Como as estruturas dos 

ligantes estão presentes no sítio ativo da proteína HMGR depositadas no PDB, não 

foi necessário utilizar nenhuma técnica para acoplá-los na proteína. 

Primeiramente os inibidores e o substrato foram submetidos a cálculo de cargas 

RESP (SIEFFERT e WIPFF, 2007; CHEVROT e SCHURHAMMER, 2006) utilizando 

o programa Gaussian 03 (GAUSSIAN 03, 2004) com o método Hartree-Fock e o 

conjunto de bases 6-31G* (BAYLY et al., 1993), posteriormente extraídas utilizando o 

módulo antechamber, implementado no pacote AMBER12 (CASE et al., 2012). O 

campo de força geral do AMBER (GAFF) (Wang, 2004) e campo de força ff99SB 

(HORNAK et al., 2006) foram usados para descrever a coleção de átomos do sistema 

por forças newtonianas por meio da ferramenta LEaP (Wang, 2004) no AMBER 12 

(CASE et al., 2012). O complexo foi solvatado com uma caixa octaédrica TIP3P 

(JORGENSEN, 1983) de moléculas de água com distância entre a parede da caixa e 

os átomos do sistema solvatados foi de 15,0 angstroms (Å). E o sistema foi 
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neutralizado com íons Cl-, com o objetivo de manter a eletroneutralidade do sistema 

como forma de evitar a atração de moléculas de carga diferentes sendo adicionados 

5 íons para a neutralização total do sistema. Para diminuir os contatos e o conteúdo 

energético do sistema, minimizamos os hidrogênios, moléculas de água e contra íons, 

e finalmente aplicamos minimização para todo o sistema. Realizou-se o aquecimento 

do sistema através de 50 picosegundos (ps) de dinâmica molecular com o objetivo de 

aumentar sua temperatura para 300 K com restrições de posição a volume constante, 

aplicando o algoritmo Shake (RYCKAERT, 1977). Em seguida, 10 nanosegundos (ns) 

de dinâmica foram executados com ensemble canônico, isto é, com P (1atm), T (300K) 

e N constantes, a fim de estabelecer o equilíbrio do sistema. E finalmente realizou-se 

as simulações de dinâmica molecular para cada complexo, um total de 500 ns de 

tempo de simulação, para cada sistema com inibidor e para a proteína livre, gerados 

e analisados neste estudo. Mais 200 ns de simulação foram aplicados para a proteína 

ligada e não ligada, como uma estratégia de extensão de simulação para verificar o 

comportamento dos sistemas além dos 100 ns de produção. 

4.3 Análise de Componentes Principais (PCA) 

 A Análise de Componentes Principais (PCA) foi gerada por meio do Cpptraj 

implementado no AmberTools 16 (CASE, 2016). O método PCA é descrito para 

identificar movimentos coletivos em proteínas a partir de trajetórias de Dinâmica 

Molecular ou Simulações de Modo Normal, utilizando as covariâncias das flutuações 

posicionais atômicas e por meio das comparações das matrizes de covariância e 

correlação cruzada mostra que os movimentos relativos têm muitas características 

semelhantes nas diferentes simulações de DM (HORIUCHI, 1991; ICHIYE, 1991; VAN 

AALTEN, 1997). Onde o PCA encontra "novas variáveis" denominadas componentes 

principais (PC), PC1 (primeiro componente principal), PC2 (segundo componente 

principal) e PCn (n componentes principais), podendo gerar gráficos que mostram as 

pontuações e dá relações gerais sobre as amostras (semelhanças e diferenças) com 

base nos descritores considerados (COSTA, 2015). O PCA é uma técnica que pode 

ser usada para transformar uma série de coordenadas de uma trajetória de DM, que 

descreve um sistema proteico, em um conjunto de vetores ortogonais chamados 

Componente Principais (PCs) que são capazes de descrever o comportamento das 

coordenadas cartesianas contidas na dinâmica de cada fragmento da proteína 

(GALINDO-MURILLO, 2014; 2015).  
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4.4 Procedimento Computacional: PCA 

 Embora o PDB possua mais de 25 estruturas cristalográficas da enzima HMGR 

(Homo sapiens) de complexos ligante-receptor e sem ligante, devido a região do 

domínio Flap ter uma grande mobilidade (ISTVAN, 2000), o mecanismo de 

movimentação estrutural do Flap e suas contribuições são desconhecidas e as 

técnicas de modelagem computacional, como a simulação de DM, podem fornecer 

detalhes estruturais e dinâmicos essenciais para a compreensão de sua função no 

processo de ligação do substrato e inibidores e o PCA pode ajudar a identificar as 

flutuações locais e os movimentos coletivos que ocorrem simultaneamente, podendo 

filtrar os principais movimentos coletivos (muitas vezes lentos) e os de movimentos 

locais (muitas vezes rápidos) que contribuem para o esclarecimento do mecanismo 

conformacional da proteína.  

 Com as simulações da DM as trajetórias foram utilizadas para os cálculos de 

PCA, o primeiro passo foi a utilização das simulações de cada sistema para coletar as 

informações das flutuações X, Y e Z de cada átomo ao longo da trajetória para a 

construção da matriz de Covariância (C) utilizando o Cpptraj implementado no 

AmberTools 16 (CASE, 2016). No segundo passo é feito a diagonalização da matriz 

C gerando autovetores, ou seja, primeiro, segundo e terceiro componente principal 

(PC1, PC2 e PC3) e os autovalores (ou seja, o "peso" de cada PC), a nova matriz 

contém uma coluna com o número de frame da trajetória da DM e os três componentes 

principais PC1, PC2 e PC3. No terceiro passo é feito a plotagem do gráfico 

correlacionando o PC1 vs PC2 criando uma superfície de coloração que controlam os 

números de trajetórias de simulação de azul (0 ns) tendendo para o verde (50 ns) 

levando até o fim da DM em vermelho (100 ns). O quarto passo é a criação de trajetória 

com os movimentos de cada componente por meio do programa PCAsuite do grupo 

de modelagem molecular e Bioinformática (Molecular Modelling & Bioinformatics 

Group. OROZCO, M. http://mmb.pcb.ub.es/software/pcasuite/pcasuite.html), onde é possível o 

observar a direção e amplitude do movimento e assim gerar imagens que demonstrem 

a estrutura inicial, intermediarias e final que formam o movimento conformacional da 

proteína. Este estudo pretende investigar o mecanismo conformacional do domínio 

Flap devido à ligação do substrato e estatinas à proteína HMGR, uma vez que esse 

Loop encontra-se próximo do sítio ativo. 
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comece o processo catalítico, e essa indução nos mostra que o fechamento do Flap 

favorece e estabelece um melhor ambiente de ligação tonando o sistema estável, a 

Figura 18 demonstra a amplitude e direção das movimentações da proteína através 

dos vetores, colocando em destaque a região do loop (em amarelo), que participa e 

contribui para o processo de ligação substrato-enzima, e se mantém fechado com o 

substrato ligado criando uma tampa que cobre o sítio ativo, uma vez que esse estado 

fechado mantém a estabilidade do sistema criando um impedimento espacial capaz 

de segurar o HMG-CoA para que ocorra a catálise. Esse comportamento foi 

observado para o substrato e não estava envolvido no processo de ligação de 

inibidores dessa proteína (TABERNERO, et al., 1999; JAWAID, et al., 2010), porém 

percebemos aqui que existem inibidores que provocam o fechamento desse Flap 

tornando a ligação inibidor-receptor mais favorável influenciando diretamente no 

processo de rendimento e estabilidade da inibição. Os vetores mostram ainda que os 

movimentos mais presentes da proteína se encontram no N-terminal. 
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Study of the conformational mechanism of the statin 
protein of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A 
Reductase (HMGR) when bound and unbound using 
Molecular Dynamics, PCA and Free Energy. 
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Jerônimo Lameiraa 

Cholesterol is a substance of paramount importance for all animals. However, its high 
level in the human body is linked to the two most deadly diseases in the world: ischemic 
heart disease and stroke. One of the synthetic medications already used in the treatment 
of hypercholesterolemia is statins, inhibitors of 3-hydroxy-3-methylglutaryl Coenzyme 
A reductase (HMGR), which act primarily on the liver by inhibiting the conversion of 
the HMG-CoA substrate into mevalonic acid which is the metabolite Precursor of 
cholesterol, but the structural mechanism of the rutin bound to the substrate is unknown. 
Molecular Dynamics (MD) studies combined with Principal Component Analysis 
(PCA) were performed to verify the mechanism of conformational changes of the C-
terminal Flap domain (residues His861, Leu862, Val863, Lys864, Ser865 and His866) 
in the free protein And after binding of the native substrate of HMGR. A total of 300 
ns of MD simulation were performed in this study. It was used calculations of Energy 
Free Bonding and Interaction Energy, which estimated that the structural mechanism 
of Flap is directly related to the action of HMGR protein, since this domain controls 
the access to the active site of the enzyme. The results also show that the structural 
modification of the flap increases the energy contribution of the system by involving 
larger interactions with the catalytic residues and, consequently, the capacity for 
synthesis and production of cholesterol, leading to a better understanding of the 
conformational changes of HMGR after Binding of the HMG-CoA substrate. 
 

 

 

Introduction 

Cholesterol is of extreme importance for all animals and its 
biosynthetic pathway is one of the most studied due to its 
relevance to health, being present as essen-tial substances of 
the biological membranes and used by the cells in the 
synthe-sis of bile acids, digestion, absorption of lipids and 
fat-soluble vitamins in the small intestine, synthesis of 
steroid hormones and vitamin D1,2. 
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Liver cholesterol biosynthesis is a complex route, requiring 
20 enzymes to combine 30 carbons from acetyl-CoA 
reductase into a 27-carbon structure that Include four rings. 
Of the 20 pathway enzymes, 3-hydroxy-3-methylglutaryl 
Coenzyme A Reductase (HMGR and/or HMG-CoA 
reductase) is uniquely suited to serve as the main point of 
the regulatory pathway because it catalyzes an irreversible 
reaction at the beginning of the route, Containing 3-
hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A (HMG-CoA) as the 
enzyme's natural substrate3. However, data from the WHO 
(published in 2015 and updated in May 2017) report that 
high cholesterol levels are associated with two most deadly 
diseases in the world: ischemic heart disease and stroke (and 
other celebratory vascular diseases), responsible for 15 
million of the 56.4 million deaths worldwide by 20154. High 
levels of LDL cholesterol are associated with the 
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on the C-terminal (His861, Leu862, Val863, Lys864, 
Ser865, His866) present on PDB 1DQ9, with the free 
protein and after the substrate binding HMG-CoA on the 
HMGR enzyme. 

Results And Discussion 
The figure 2 demonstrate the correlation between the PCs, each 
point on the graph represent one structure of the complex 
protein-substrate and the way which runs during the 100ns of 
MD simulation. In PC1 vs PC2 (Figure 2a) and PC1 vs PC3 
(Figure 2b) we have groups of micro states of similarity 
between the structures of the complex. The Figure 2c (PC2 vs 
PC3) show a more dispersed correlation of the structures. The 
RMSF for each PC is demonstrated on the Figure 2d, where is 
possible observe the mean fluctuation of each residue in each 
PC. 

Figure 2: Graphic of PC vs PC to the substrate HMG-CoA; a) graphic of PC1 vc PC2; 

b) PC1 vc PC3; c) PC2 vc PC3, the color of the graphics are related to the reference, 

blue is 0ns; green to 50ns and red to 100ns. d) Graphic of RMSF of the residues of 

the protein to PC1, PC2 and PC3. 

 

The PCA results demonstrate that the substrate induces the 
close state of the flap creating a favorable environment to 
the binding. The vectors confirm only one conformational 
state of the flap and the main movements of the complex 
(Figure 3). 

 

 

Figure 3: the protein movement on PC1, PC2 and PC3 to the system with the substrate 

HMG-CoA with the vectors (green stick and red arrows) indicating the amplitude and 

direction of the movement, in evidence (yellow) the FLAP portion (861-866). 

 
The Figure 4 shows the decomposition energy by residues 
for the complex protein-substrate. When the HMG-Co is on 
the active site, the flap was closed, creating many 
interactions with the site. The most favorable energy 
contribution is related with the residues that interact directly 
with the substrate HMG-CoA during the catalysis. His866 
has a high favorable energy to the system which confirms 
that this residue participates of the catalysis process. 
Besides the catalytic residues, others amino acids 
demonstrate favorable energies. 
 His866 is pointed as an important residue to the conversion 
of HMG-CoA to Mevalonate, being pointed as the main 
residue of the flap that also modifies the energy contribution 
of the active site in the inhibition process. 

 

 












