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RESUMO

O colesterol € uma substancia de extrema importancia para todos os animais.
Entretanto, seu alto nivel no corpo humano esta ligado as duas principais doencas
gue mais matam no mundo: cardiopatia isquémica e AVC. Um dos medicamentos
sintéticos ja utilizados no tratamento da hipercolesterolemia sdo as estatinas,
inibidoras da 3-hidroxi-3-metilglutaril Coezima A redutase (HMGR), que agem
principalmente no figado inibindo a conversdo do substrato HMG-CoA em &cido
mevaldnico, que é o metabdlito precursor do colesterol. Realizou-se estudos de
Dinamica Molecular (DM) combinados com Analise de Componentes Principais (PCA)
para verificar 0 mecanismo das mudancas conformacionais do dominio Flap no C-
terminal (residuos His861, Leu862, Val863, Lys864, Ser865 e His866) apos a ligacdo
do substrato e de estatinas eficientes na inibicdo da enzima HMGR. Um total de 500
ns de Tempo de simulacdo de DM foram realizados neste estudo. Empregou-se
calculos de Energias Livres de Ligacao, que indicaram que o mecanismo estrutural do
Flap esta relacionado diretamente com a acao da proteina HMGR, uma vez que esse
dominio controla o acesso ao sitio ativo da enzima. Os resultados mostram também
que a modificacdo estrutural do Flap aumenta a contribuicdo energética do sistema
ao permitir maiores interacfes com os residuos cataliticos e, consequentemente, a
capacidade de inibir a producédo do colesterol, como foi observado para a His866
catalitica, que tem contribuicdo bastante favoravel quando o Flap esta no estado
fechado, com energia de -14,802 Kcal/mol, e quando o Flap passa para o estado
aberto a contribuicdo € menos favoravel, com -1,022 Kcal/mol, para o inibidor 1,
mostrando que no estado fechado o residuo catalitico esta envolvido diretamente e
contribui de modo favoravel para o sistema, nos levando a uma melhor compreensao
das mudancas conformacionais de HMGR ap0és a ligacdo dos ligantes estatinicos e
substrato HMG-CoA.

Palavras-chave: Colesterol, dominio Flap, Dinamica Molecular, Analise de
Componentes Principais.



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.

Keywords: Cholesterol, Flap domain, Molecular Dynamics, Principal Component

Analysis.
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1 INTRODUCAO

As sete décadas de investigacdo sobre o mecanismo de HMG-CoA Redutase
forneceram uma via de reacdo detalhada para o que € uma das enzimas mais
importantes biomédica e mecanisticamente os mais complexos. HMGR € o alvo de
estatinas que séo prescritas para melhorar a qualidade de vida de milhdes 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 sdo as principais estatinas capazes de manter os niveis toleraveis de
LDL (lipoproteinas de baixa densidade) no sangue. Produzem efeitos adversos tais
como: desconforto gastrointestinal, enxaqueca, rachaduras na pele, dores
musculares, disfuncdo sexual, sonoléncia, nauseas, constipacdo e neuropatia
periférica. A afinidade dessas estatinas por HMGR séo superiores a 10.000 vezes em
relacdo a HMG-CoA, indicando que esses medicamentos sdo potentes inibidores da
producédo de colesterol pelo figado (ENDO, 1976).

Além disso, o efeito mais comum associado a estatinas é a mialgia, que se
manifesta por rigidez e fraqueza muscular, fadiga e cdibras. Pensa-se que a causa
desse efeito secundéario é a inibicdo da enzima HMGR. Tem sido sugerido que as
estatinas com maior hepatosseletividade podem ajudar a reduzir o efeito colateral, ja
gue 0s compostos estardo menos disponiveis para tecidos musculares (PARK, 2008).
Tendo em vista que o aumento da hidrofilicidade garante maior caracteristica
hepatosseletiva, essa estratégia favorece a disponibilidade de novas estatinas mais
potentes e mais eficazes que poderiam, em doses iniciais, reduzir os niveis de LDL.

Estdo sendo explorados estudos de modelagem molecular associados a
recursos computacionais, reduzindo o tempo e o custo na descoberta e producéo de
novos farmacos. Neste trabalho foram selecionados os compostos estatinicos de alta
hepatosseletividade, eficientes na inibicdo enzimatica da HMGR humana, capazes de
provocar o fechamento do Flap do C-terminal (residuos 861-866), abordando um
composto 1 estatinico 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
Dinamica Molecular (DM) com intuito de conhecer o modo do mecanismo

conformacional da enzima HMGR a nivel molecular, associados a técnicas estatisticas
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de Analise de Componentes Principais (PCA) e contribuir para o desenvolvimento de

novos farmacos capazes de inibir a sintese no colesterol.

2 REFERENCIAL TEORICO
O colesterol € uma substancia de extrema importancia para todos os animais.

Essa substancia € um dos componentes essenciais das membranas bioldgicas e
utilizada pelas células na sintese de acidos biliares, digestdo e absor¢éo de lipidios e
vitaminas lipossolaveis no intestino delgado, sintese de horménios esterdides e
vitamina D. A biossintese do colesterol € uma das vias bioquimicas mais
intensivamente estudas devido a sua relevancia bem conhecida para a satde humana
(LUDKE, 1999; HUFF, 2005).

Entretanto, segundo relatério da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
publicado em 2011 e atualizado em maio de 2017 (WHO, 2017), o alto nivel de
colesterol estd ligado as duas primeiras doengcas que mais matam no mundo:
cardiopatia isquémica e derrame e outras doencgas vasculares cerebrais. Ambas séo
agravadas, dentre outros fatores de risco, pelo nivel de colesterol elevado. Estudos
apontam que o0s principais fatores para o aumento do risco de doencas
cardiovasculares sdo: idade elevada, hipertensao, hipercolesterolemia, tabagismo e
diabetes (SARVER, 2008).

O colesterol, triacilglicerois e os ésteres de colesteril sdo insolUveis em agua e
nao podem ser transportados na circulacdo como moléculas livres. Os transportes de
lipideos de origem hepéatica se agregam com os fosfolipideos e proteinas anfipaticas
para formar particulas esféricas macromoleculares conhecidas como lipoproteinas. As
lipoproteinas de densidade muito baixa ou very low density lipoprotein (VLDL) sdo
sintetizadas no figado. Transportam triacilglicerois e colesterol endégenos para 0s
tecidos extrahepéticos. No transporte das VLDL através do organismo, o0s
triacilglicerdis sao hidrolizados progressivamente pela lipoproteina-lipase até acidos
graxos livres e glicerol (VOET, 2000; MORAN et al., 2012).

As lipoproteinas de densidade baixa ou low density lipoprotein (LDL) s&o
enriquecidas de colesterol e ésteres de colesteril transportam esses lipideos para 0s
tecidos periféricos. As particulas de LDL séao formadas a partir das VLDL. A remocéo
de LDL da circulacdo € mediada por receptores de LDL (sitios especificos de ligacao)
encontrados tanto no figado como em tecidos extrahepaticos. Um complexo formado

entre a LDL e o receptor celular entra na célula por endocitose (engolfamento). As
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lipases dos lisossomos e proteases degradam as LDL. O colesterol liberado é
incorporado nas membranas celulares ou armazenado como ésteres de colesteril. A
deficiéncia de receptores celulares para as LDL desenvolve hipercolesterolemia
familiar, na qual o colesterol acumula no sangue e é depositado na pele e artérias
(VOET, 2000; MORAN et al., 2013). Por essa lipoproteina levar o coleterol do figado
para a corrente saguinea é chamada vulgarmente por “colesterol ruim”.

J& as lipoproteinas de densidade alta ou high density lipoprotein (HDL),
removem o colesterol do plasma e dos tecidos extrahepaticos, transportando-o para
o figado. Na superficie hepética, a HDL se liga ao receptor SR-B1 e transfere o
colesterol e os ésteres de colesteril para o interior do hepatdcito. A particula de HDL
com menor contetdo de lipideos retorna ao plasma. No figado o colesterol pode ser
convertido em sais biliares, que sdo excretados na vesicula. O risco de aterosclerose
(depdsito de colesterol nas artérias) diminui com a elevacdo dos niveis de HDL e
aumenta com a elevagédo da concentracdo das LDL (VOET, 2000; MORAN et al.,
2013). O HDL é conhecido como “colesterol bom” por remover o coleterol depositado
nas arterias e transporta-lo até o figado, onde sera reutilizado.

A biossintese do colesterol no figado é uma rota complexa, que requer 20
enzimas para combinar 30 carbonos a partir de acetil-CoA-redutase em uma estrutura
de 27 carbonos que incluem quatro aneis. Das 20 enzimas da via, a 3-hidroxi-3-
metilglutaril Coenzima A Redutase (HMGR) é exclusivamente adequada para servir
como ponto principal da via de regulacdo, porque catalisa uma reacéo irreversivel no
inicio da rota, contendo a 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A (HMG-CoA) como
substrato naturaral da ezima. Assim, um decréscimo na atividade enziméatica de
HMGR pode regular a formacdo do acido mevaldnico, o precursor do colesterol
(SIPERSTEIN e GUEST, 1960). A bissintese do colesterol € mostrada na Figura 1.
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Figura 1 — Biossintese do Colesterol a partir de Acetil-CoA
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1.

A sintese do colesterol pode ser dividida em trés etapas:

Sintese de HMG-CoA (3-hidréoxi—3—-metilglutaril-Coenzima A) a partir de
acetil-CoA: no citosol, duas moléculas de acetil-CoA condensam-se para formar
acetoacetil-CoA (também conhecida como p-cetobutirii-CoA) em reagao
catalisada pela tiolase. Na reagao seguinte, o acetoacetil-CoA condensa com
uma terceira molécula de acetil-CoA para formar 3-hidroxi—-3—metilglutaril-CoA
(HMG-CoA). A reacao é catalisada pela B—-hidroxi—B—metilglutarii-CoA-sintase
(HMG-CoA-sintase). Na mitocéndria, o HMG-CoA é um intermediario para a
sintese de corpos cetdnicos.

Conversao do HMG-CoA a esqualeno: a etapa seguinte da sintese do
colesterol inicia com a redugcdao da HMG-CoA para formar mevalonato (um
composto de 6C) pela agdo da HMG-CoA-redutase. O NADPH ¢é o agente
redutor. A HMG-CoA-redutase € a enzima limitante da velocidade de sintese de
colesterol. Acumulo de colesterol na célula proveniente tanto da sintese endégena
como da dieta ou degradacéo, reduz a atividade da HMG-CoA-redutase de dois
modos: (a) inibe a atividade da enzima e (b) aumenta a degradacdo da enzima
existente. A atividade e a concentragdo da HMG-CoA-redutase, localizada na
superficie citoplasmatica do reticulo endoplasmatico, € afetada em varios graus

pela concentracdo de produtos intermediarios da via (por exemplo, mevalonato,
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farnesil, esqualeno e 7-diidrocolesterol). O mecanismo preciso pelo qual essa
importante enzima é regulada, entretanto, permanece obscuro.

O isopentenil-pirofosfato €& convertido a seguir em seu isGmero
dimetilalil-pirofosfato pela isopentenil-pirofosfato isomerase (um grupo
CH2=CH-CH2- sobre uma molécula organica é muitas vezes chamadas de grupo
alil). O geranil-pirofosfato é produzido durante uma reagdo de decondensacédo
entre isopentenil-pirofosfato e dimetilalil-pirofosfato. O pirofosfato é também um
produto da reacdo e duas reagdes subsequentemente. A geranil-transferase
catalisa a reagdo decondensacdo entre o geranil-pirofosfato e
isopentenil-pirofosfatoque forma farnesil-pirofosfato. O esqualeno é sintetizado
quando afarnesil-transferase (uma enzima microssomal) catalisa acondensacéao
de duas moléculas de farnesil-pirofosfato. Afarnesil-transferase as vezes é
chamada de esqualeno-sintase. Essareacao requer NADPH como um doador de
elétrons.

3. Conversao do esqualeno em colesterol: a ultima fase da via biossintética do
colesterol inicia com a ligacdo do esqualeno a uma proteina transportadora
especifica chamada proteina transportadora de esterol. A conversdao do
esqualeno a lanosterol ocorre enquanto os intermediarios estédo ligados a essa
proteina. A esqualeno—monoxigenase acrescenta um atomo de oxigénio do Oz na
extremidade da cadeia do esqualeno, produzindo um epoOxido e,
subsequentemente, a ciclizagdo (esqualeno-2,3—-epodxido-lanosterol—-ciclase)
que resulta na formacdo de lanosterol localizada nos microssomos. A
esqualeno—monoxigenase requer NADPH e FAD para a sua atividade. Apds sua
sintese, o lanosterol (que contém os quatro aneis do nucleo esteroide) liga-se a
uma segunda proteina transportadora, que permanece ligada durante as reacdes
restantes. As atividades das enzimas que catalisam as restantes 20 reacdes
necessarias para a conversao do lanosterol a colesterol estdo embebidas nas
membranas microssomiais. Em uma série de transformacdes envolvendo NADPH
e algum oxigénio, o lanosterol é convertido a 7—-diidrocolesterol. Esse produto é
entdo reduzido pelo NADPH para formar colesterol (MORAN et al., 2013).

A enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coezima A redutase (HMGR) presente na
biossintese do colesterol (Figura 1), responsavel pela reagédo de redugéo na presenca

de NADPH, envolve a formagéo do intermediario mevaldil-CoA, protonado, que se
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decompde a mevaldeido e CoASH, posteriomente a molecula de NADP* é substituida
por outra molécula de NADPH para promover a segunda reacao de reducéo, ou seja,
conversdo do mevaldeido a mevalonato:
(S)-HMG-CoA + 2 NADPH + 2 H+ - (R)-Mevalonato + 2 NADP* + CoASH

A HMG-CoA-redutase é a enzima limitante da velocidade de sintese de colesterol.

HMGR humano apresenta-se na forma de um tetramero e cada dimero possui
um sitio catalitico formado pela interacdo de seus dois monémeros. Consistida por
trés dominios em sua estrutura cristalografica: (I) N-terminal chamado de N-dominio
(residuos 460-527) a baixa densidade eletrdnica envolvendo os residuos 460-477 que
indicam mobilidade, (II) S-dominio (residuo 592-682) e (lll) L-dominio (residuos 528-
590 e 694-866) (Figura 2). O sitio catalitico conta com regido de aminoacidos ligados
em forma de cis chamada de cis-loop (sequéncia de 682-694) adequadamente
posicionado para orientar os residuos, C699 a T689 (Figura 3), fundamentais que
participam das reacfes de reducdo, essa caracteristica quimico-estrutura esti

presente apenas nos organismos eucariontes (ISTVAN et al., 2000; CAMPO, 2007).

FIGURA 2 — Estutura tridimencional da proteina HMGR (encontrado no PDB com o
codigo 1DQ9), possuindo o substrato HMG-CoA

Cadeia C

_ Dominio - $ 592-682

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.
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FIGURA 3 — Estutura tridimencional do dimero da cadeia C da proteina 1DQ9 (HMGR)

N-dominio S-dominio

,

cis-loop N\ \§\ .
A682 : 3 \ (6@)

K691 4"

Flap

A694

)
(
HMG-CoA &/ U4 )

L-dominio

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

N&o é somente a estrutura tridimensional e o sitio catalitico de uma proteina
gue Sao responsaveis por sua acao, 0s movimentos e as mudancas conformacionais
sdo importantes para a compreensao da sua funcdo bioguimica. Por se tratarem de
estruturas dindmicas as proteinas muitas vezes sofrem alteracdes conformacionais
apos a ligacdo do ligante. E amplamente aceito que as regides de loops flexiveis tém
um papel importante na funcdo da enzima (GUNASEKARAN e NUSSINOV 2007).

A estrutura tridimensional 1DQ9 encontrada no banco de dados de proteina
PDB (Protein Data Bank), possui quatro cadeias, com HMG-CoA distribuidos nas
quatro regifes do sitio ativo da proteina. A cadeia C possui uma sequéncia do C-
terminal com mais residuos (His861, Leu862, Val863, Lys864, Ser865 e His866) em
relacdo as outras cadeias (Figura 4), essa estrutura foi selecionado da literatura por
possuir a maior sequéncia de residuos detectados pela cristalografia, contendo a
His866 como o ultimo residuo na regido Flap no dominio C-terminal.

A proteina nativa possui esse dominio Flap contendo em torno de 25-30
aminoécidos e est4 localizado na extremidade catalitica do C-terminal, que contribui
para o sitio de ligacdo do substrato e a criagdo de uma tampa que cobre o sitio ativo
guando o substrato se liga na proteina, contribuindo para a entropia envolvida no
processo de ligacdo de substrato-enzima. Esse comportamento € observado somente
para o substrato e ndo esta envolvido no processo de ligacdo de inibidores dessa
proteina (TABERNERO, et al., 1999; JAWAID, et al., 2010).

19



FIGURA 4 — Estutura tridimencional do sitio ativo da proteina HMGR que contem o
dominio do Flap, complexado com o substrato HMG-CoA
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

As estatinas sao inibidores utilizados na inibicio da HMGR, que agem
principalmente no figado inibindo a conversao do substrato em acido mevalénico que
€ 0 metabolito precursor do colesterol (LARSSON, 1996). Os inibidores estatinicos
possuem grupos lipofilicos ligados a uma cadeia lateral, representada por unidade de
acido 3,5-di-hidroxivalérico ou [B-6-di-hidroxi-heptanéico, com grande analogia
estrutural ndo s6 com o substrato natural HMG-CoA da enzima HMGR, mas também
com o produto de acdo enzimatica, acido mevaldnico (Figura 5). Essas estatinas
possuem um grupo hidroximetilglutarilico (HMG) que se liga na mesma regido
enzimatica do grupo HMG do substrato, bloqueando seu acesso ao sitio catalitico, a
ligacdo das estatinas demonstra que elas séo inibidores competitivos com o substrato
HMG-CoA, mas nao competitivos com NADPH (ISTVAN, 2002; ENDO, 1976).
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FIGURA 5 — Estrutura molecular do HMG-CoA, acido mevalénico e HMG-estatinas,
demostrando a semelhanca nos grupos estruturais
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

No entanto, em 2008, Sarver e colaboradores desenvolveram uma série de
inibidores, conhecidos como estatinas, com alta atividade na inibicdo da biossintese
do colesterol, agindo na inibicdo de HMGR, a reguladora da sintese do colesterol,
esses compostos sdo capazes de provocar o fechamento do Flap no sitio ativo de
ligacdo, favorecendo ainda mais a inibicdo da proteina, e outras séries que fazem o
Flap se abrir.

Os compostos da classe das estatinas com atividade inibitéria contra a enzima
HMGR, foram selecionadas da literatura e foram testados em ensaios biolégicos,
microcalorimetria e cristalografia, em paralelo foram conduzidos testes para
determinar parametros termodinamicos, contribuindo para o reconhecimento de
interacfes de ligacdo dos inibidores com a enzima HMGR, descrito no trabalho
experimental de Sarver, R. W. et al., (2008).

As estruturas dos inibidores selecionados para este estudo, foram retiradas dos
complexos depositados no banco de dados de proteinas PDB, o inibidor 1 esta
complexado com a proteina HMGR com o cédigo 3CCW (Sarver et al., 2008) e o
inibidor 2 esta no sitio ativo da enzima HMGR de cédigo 3CD5 (Sarver et al., 2008).
O substrato HMG-CoA esta presente na proteina HMGR, 1DQ9 (ISTVAN, 2000). A
Atorvastatina foi retirada da estrutura cristalografica 1IHWK do PDB (Istvan, E.S., e
Deisenhofer, J., 2001). As estruturas moleculares 2D e os valores dos testes

bioldgicos para os inibidores em estudo sdo mostrados na Figura 6.
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FIGURA 6 — Estruturas bidimensionais do substrato HMG-CoA e inibidores. RM ICso
(nM): Inibicdo da sintese do colesterol de microssomal da HMGCOoA redutase de rato
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Fonte: Adaptado de Sarver, R. W. et al., 2008; Istvan, E.S., e Deisenhofer, J., 2001.

Os inibidores 1 e 2 possuem valores conhecidos de RM ICso (hm) (inibicdo da
sintese do colesterol de microssomal da HMG-CoA redutase de rato), outros valores
de testes bioldgicos para os inibidores podem ser encontrados no estudo realizado
por Sarver, R. W. et al., em 2008. O valor de IC50 da Atorvastatina e de outras
estatinas utilizadas na clinica podem ser encontrados no artigo de Istvan, E.S., e
Deisenhofer, J., de 2001.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o mecanismo conformacional do dominio Flap presente na proteina

3-hidroxi-3-metilglutaril Coenzima A Redutase (HMGR) afim de analisar as mudancas

estruturais da Apo proteina e em diferentes ambientes Quimicos, por meio de técnicas

de Modelagem Molecular

3.2 Objetivos especificos

Compreender o mecanismo estrutural das modificagdes conformacionais do
dominio Flap presente na proteina HMGR, por meio de Dinamica molecular
(DM) combinado com a técnica estatistica de Analise de Componentes
Principais (PCA);

Analisar o comportamento molecular do substrato 3-hidroxi-3-metilglutaril
Coenzima A (HMG-CoA) e inibidores estatinicos, no sitio ativo da enzima
(HMGR), por meio de Dinamica Molecular;

Investigar o comportamento das Principais Modificacbes Conformacionais
dominio Flap dos complexos HMGR-inibidores, HMGR-HMG-CoA e da Apo-
Proteina;

Comparar as mudancas conformacionais dos dominios da proteina HMGR
nativa com os sistemas proteicos de inibidores e substrato;

Determinar as principais interacdes do substrato e inibidores estatinicos com o
sitio ativo da enzima HMGR de acordo com as alteracdes do estado do Flap;
Determinar o estado conformacional do dominio Flap energeticamente mais
favoravel para o sistema catalitico por meio de célculos de Energias, com 0s

métodos de MMGBSA, SIE e Decomposicao por residuo.
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4 METODOS COMPUTACIONAIS
4.1 Dinamica Molecular (DM)

Com o desenvolvimento de computadores mais poderosos e com 0 avango no
entendimento dos determinantes da estrutura e da dinamica proteica, tornaram-se
possiveis 0s primeiros estudos acerca da dindmica e do enovelamento de proteinas
por simulagdes de dinamica molecular por Michael Levitt e Arieh Warshel, nos anos
de 1970, estudos estes agraciados com o prémio Nobel de Quimica em 2013.

Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), a
“‘dindmica molecular € um procedimento de simulagdo que consiste na computacao
do movimento dos 4tomos em uma molécula ou de 4tomos individuais ou moléculas
em sodlidos, liquidos e gases, de acordo com as leis de movimento de Newton”. Em
outras palavras, a dinamica molecular (DM) descreve a variacdo do comportamento
molecular como fungéo do tempo (VERLI, 2014).

A metodologia de DM por métodos denominados Classicos (também chamados
de métodos de mecanica molecular) é baseada na fisica desenvolvida por Sir. Isaac
Newton, em oposi¢cdo aos métodos baseados na fisica quantica (que deram origem

aos denominados métodos de mecéanica quantica). Baseia-se na solucdo da 22 Lei de

Newton, onde in € a forca aplicada ao atomo i na posicdo x, t € o tempo, v a

velocidade e a; aceleracéo do atomo i, como é mostrado equacao 1,

d? x; Av;
Xi = gz T = 5 Mu = 4y (Eq. 1)

que fornece informacdes sobre o comportamento dindmico a nivel molecular,
dependente do tempo, dos atomos individuais que comp&em o sistema. Para se obter
as propriedades macroscépicas de interesse a aplicacdo da mecanica estatistica é
requerida, a qual tem a funcao de calcular propriedades observaveis macroscopicas
(pressao, energia interna, volume, temperatura, entropia, energia livre, etc), a partir
de outras microscopicas (NAMBA, SILVA, SILVA, 2008). O programa escolhido para
realizar os célculos de DM foi o AMBER (Assisted Model Building with Energy
Refinement). O AMBER €& um nome coletivo para um conjunto de programas que
permitem o0s usuarios de realizar as simulacbes de DM, particularmente em
biomoléculas.
O campo de forca empregado nos sistemas em estudo foi baseado no método
da Mecéanica Molecular (MM) muito utilizado na modelagem molecular em sistemas
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biomoleculares (SENN, et al., 2009). Os campos de for¢ca contém func¢des potenciais
empiricas, isto €, informacdes precisas e calibradas obtidas experimentalmente e
através de calculos quanticos sobre as moléculas que compdem o sistema a ser
estudado. Estas informacfes contidas no campo de forca compreendem equacdes
que descrevem ligacdes covalentes, angulos de ligacdo entre atomos, angulos
rotacdo, interacdes entre &tomos ndo ligados, atracdes e repulsdes de cargas
(potenciais eletrostaticos) etc (ADCOCK; McCOMMON, 2006). Embora os principais
campos de forca empregados atualmente (AMBER, CHARMM, OPLS e GROMOS)
sejam compostos por equacgdes bastante semelhantes cada um foi construido a partir
de decisbes metodoldgicas distintas apresentando, portanto, particularidades

importantes. A forma funcional do campo de forca AMBER utilizado € (Equacéao 2):

Erotar = %5 kL (L= 1)2+ T2 kB (0 — 6,2+ X7 K, (1cos(ny—,))% +

Yae )~ () + e oot (Eq. 2)

ij 4mey T
A equacdo 2 descreve o campo de forca AMBER utilizado para o célculo de

energia total de um sistema, em que a equacdo é dividida em cinco termos

energeéticos: somatdria do potencial de estiramento Z% kl (1—1,)%; somatdrio do
potencial de tor¢cdo angular 2% k6 (6 — 6,)?, somatdrio que envolve as tor¢éo do

angulo diedro Z% K, (1cos(nq,—g00))2; potencial de Lennard-Jones e Potencial de

Coulomb }:4e¢ (r%) - (r%
ij j

) + ) 4e (ﬂ) que sdo utilizados para descrever as
i) 4Ty Tij
forcas de interagBes entre atomos néo ligados (DURRANT, 2011).

A técnica de solvatagédo na dindmica molecular € essencial, uma caixa d’agua
contorna o sistema proteico, adicionando volume e condicdes de meio para a
simulacédo, essa estratégia € denominada condi¢des periddicas de contorno. Estas
formas permitem que uma caixa de simulacdo seja replicada em todas as suas
dimensdes, de forma periddica. Estas réplicas sao idénticas a caixa construida, de
forma que um movimento molecular em uma sera idéntico ao movimento da mesma
molécula na outra. E, caso uma molécula saia da caixa central, uma de suas imagens
entrara pela face oposta, mantendo o numero de moléculas constante. Isto representa
uma continuidade da solugéo, nos aproximando de condi¢des experimentais (VERLI,

2014).
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A cada simulacdo de Minimizagé&o, a energia do sistema diminui, com a reducéo
de contatos desfavoraveis e a formacéo de interacdes intra e intermoleculares como
ligacdes de hidrogénio. A minimizacao corresponde a otimizacdo da geometria das
moléculas e consiste em alterar as coordenadas cartesianas dos atomos de forma a
encontrar o minimo de energia potencial global, isto €, altera-los para valores proximos
ou iguais as suas posi¢coes de equilibrio. Antes da simulacao da dindmica molecular é
necessario realizar a minimizacdo do modelo como forma de eliminar conflitos
estéricos e distor¢cdes entre angulos e comprimentos de ligacdo entre os atomos
(ADCOCK; McCOMMON, 2006). Diversos métodos de minimizacao estao atualmente
disponiveis, entre eles, dois sdo largamente utilizados: osteepest-descent e 0 método
de gradiente conjugado.

A ideia de equilibrio de uma simulacao por DM se refere a estabilizacdo de suas
propriedades, ou seja, que estas alcancem um estado de equilibrio. Considera-se que,
antes de estarem equilibradas, as propriedades em estudo apresentam variacdes ou
comportamentos nao representativos das situacdes de interesse. Assim, é necessario
gue o tempo de simulacado seja suficientemente longo para que as propriedades em
estudo estejam adequadamente equilibradas (NAMBA, SILVA, SILVA, 2008; VERLI,
2014).

O célculo de uma simulacdo por DM néo gera informacdes continuas, mas sim
é dividida em pequenos passos, usualmente na escala de femtossegundos (fs). A
sucessado destes passos dard origem as trajetorias, isto €, a evolucdo temporal do
comportamento molecular na simulacao realizada (VERLI, 2014).

A DM é fundamentada nas resolucdes de equacdes do movimento da mecanica
molecular (MM) para cada particula constituinte do sistema. Nesta abordagem, cada
atomo (ou conjunto de atomos) é considerado como sendo um ponto de massa
interagindo com os demais pontos do sistema sendo, cada um, mantidos unidos por
forcas harménicas ou elasticas (TUCKERMAN; MARTYNA, 2000). Os efeitos
guanticos de interacdo dos orbitais moleculares sdo, portanto, desprezados.
Resumidamente podemos dizer que o sistema é representado por bolas interligadas
entre si por molas e as equacdes Newtonianas descrevem o movimento destas
particulas. Esta abordagem € possivel gracas a aproximacgao de Born-Oppenheimer
gue consiste em tratar o nucleo e a eletrosfera como entidades diferentes (ADCOCK;

McCOMMON, 2006). Esta aproximacgdo supfe que a densidade eletrbnica ajusta-se
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instantaneamente as mudancas na posi¢cdo dos nucleos, considerando seu livre
movimento.

O sucesso da dinamica molecular em reproduzir efeitos satisfatérios, mesmo
desprezando os efeitos quanticos, se deve também a portabilidade dos campos de
forca, isto é, pardmetros utilizados para moléculas pequenas podem ser aplicados
para descrever o comportamento de macromoléculas (carboidratos, proteinas, etc).

As analises de simulacbes por DM devem, preferencialmente, ser realizadas
observando propriedades de complexidade crescente (0 que costuma estar associado
ao tempo requerido a equilibracdo desta propriedade). Assim, as primeiras
propriedades a serem avaliadas sédo normalmente a presséo, o volume a densidade e
a energia total do sistema. Todas estas propriedades devem alcancar um patamar
estavel, paralelo ao eixo x (tempo). Pode-se observar alguma variacdo no inicio da
simulacdo, mas, em seguida, devem atingir este patamar e se manter neste nivel ao
longo da simulagdo. Estas costumam ser propriedades de rapida equilibracdo em
simulagdes por DM (NAMBA, SILVA, SILVA, 2008; VERLI, 2014).

4.2 Procedimento Computacional: DM

Neste trabalho as simulacbes de Dinamica Molecular foram realizadas no
programa AMBER 12 (CASE et al., 2012), utilizando somente a cadeia C e D da
proteina 1DQ9 (HMGR), devido ao sitio ativo ser entre duas cadeias, e a cadeia C
possui regidao C-terminal mais completa (residuos 861-866). Como as estruturas dos
ligantes estdo presentes no sitio ativo da proteina HMGR depositadas no PDB, néao
foi necessério utilizar nenhuma técnica para acopla-los na proteina.

Primeiramente os inibidores e o substrato foram submetidos a calculo 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 extraidas utilizando o
moédulo antechamber, implementado no pacote AMBER12 (CASE et al., 2012). O
campo de forca geral do AMBER (GAFF) (Wang, 2004) e campo de forca ff99SB
(HORNAK et al., 2006) foram usados para descrever a colecdo de atomos do sistema
por forcas 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 agua com distancia entre a parede da caixa e
0os atomos do sistema solvatados foi de 15,0 angstroms (A). E o sistema foi
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neutralizado com ions CI, com o objetivo de manter a eletroneutralidade do sistema
como forma de evitar a atracdo de moléculas de carga diferentes sendo adicionados
5 ions para a neutralizacao total do sistema. Para diminuir os contatos e o contetdo
energético do sistema, minimizamos os hidrogénios, moléculas de agua e contra ions,
e finalmente aplicamos minimizacao para todo o sistema. Realizou-se o0 aquecimento
do sistema através de 50 picosegundos (ps) de dinAmica molecular com o objetivo de
aumentar sua temperatura para 300 K com restricdes de posi¢do a volume constante,
aplicando o algoritmo Shake (RYCKAERT, 1977). Em seguida, 10 nanosegundos (ns)
de dinamica foram executados com ensemble candnico, isto €, com P (1atm), T (300K)
e N constantes, a fim de estabelecer o equilibrio do sistema. E finalmente realizou-se
as simulacdes de dinamica molecular para cada complexo, um total de 500 ns de
tempo de simulacédo, para cada sistema com inibidor e para a proteina livre, gerados
e analisados neste estudo. Mais 200 ns de simulacéo foram aplicados para a proteina
ligada e nédo ligada, como uma estratégia de extensdo de simulacdo para verificar o

comportamento dos sistemas além dos 100 ns de producéo.

4.3 Andlise de Componentes Principais (PCA)

A Andlise 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 proteinas a partir de trajetérias de Dinamica
Molecular ou Simulac6es de Modo Normal, utilizando as covariancias das flutuacdes
posicionais atdbmicas e por meio das comparacdes das matrizes de covariancia e
correlacdo cruzada mostra que os movimentos relativos tém muitas caracteristicas
semelhantes nas diferentes simulagdes de DM (HORIUCHI, 1991; ICHIYE, 1991; VAN
AALTEN, 1997). Onde o PCA encontra "novas variaveis" denominadas componentes
principais (PC), PC1 (primeiro componente principal), PC2 (segundo componente
principal) e PCn (n componentes principais), podendo gerar graficos que mostram as
pontuacdes e da relacbes gerais sobre as amostras (semelhancas e diferencas) com
base nos descritores considerados (COSTA, 2015). O PCA é uma técnica que pode
ser usada para transformar uma série de coordenadas de uma trajetéria de DM, que
descreve um sistema proteico, em um conjunto de vetores ortogonais chamados
Componente Principais (PCs) que sdo capazes de descrever o comportamento das
coordenadas cartesianas contidas na dinamica de cada fragmento da proteina

(GALINDO-MURILLO, 2014; 2015).
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A estrutura tridimensional de uma proteina fornece informagfes importantes
para a compreensdo da sua funcao bioquimica e suas propriedades de interagdo em
detalhes moleculares (LIMA, 2016), e o PCA é capaz de gerar informacdes estruturais
acerca dos principais movimentos contidos em uma dinamica de proteinas. Para um
sistema de N &tomos, o conjunto de dados de entrada para PCA, que foi obtido por
meio de uma trajetoria padrdo com as coordenas xyz de cada atomo, pode ser uma
matriz de dados estatisticos e cada coluna da matriz indica coordenada cartesiana
para um atomo particular em cada frame da simulacdo, podendo ser separado em
PC1, PC2 e PC3 (RAMIN, 2015). Para ser gerado cada PC a partir da DM foram
considerados apenas atomos de Ca, excluindo as cadeias laterais para nao considerar
o deslocamento e as rotacfes da estrutura, mas sim a flutuacdo dos atomos a ser
armazenada em uma matriz de Covariancia (C) de coordenadas calculadas a partir
de série temporal de coordenadas posicionais 3D, de modo que os PCs representardo
0os modos de movimento do sistema, cujo os termos sao definidos como (Equacéo 3)
(GROSSO, 2015; RAMIN, 2015).

Cij =(q:9;) = %Zgzl al qj Eqg. 3
onde a soma passa sobre as configuragées K armazenadas durante uma simulagao
de DM equilibrada (Equacéo 4)

qi = m; (xf — (x;)) Eq. 4
é o deslocamento interno de massa-pessada de coordenadas cartesianas x do
atomo i (i=1,...,N; N = namero de atomos na molécula) com massa m;, € 0S suportes
angulares representam a média obtida a partir das configuracdes k da simulacdo da
DM equilibrada correspondente (GROSSO, 2015). A diagonalizacdo da matriz C de
covariancia 3N x 3N que pode ser calculada (Equacéo 5)

A=LTCL Eq. 5
onde a descreve a matriz diagonal representando a contribuicéo reativa de cada PCA
e contendo os autovalores e L descreve uma matriz incluindo os 3N autovetores
ortonormais. Os autovalores apresentam o0s deslocamentos quadraticos médios
(MSD) de atomos de Ca (neste estudo), ao longo do autovetor usado, que descrevem
0s movimentos coletivos de flutuagdo da proteina (RAMIN, 2015; GROSSO, 2015) e
a diagonalizagcédo gerar uma matriz reduzida com PC1, PC2 e PC3 para cada frame

da simulacdo de DM.
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4.4 Procedimento Computacional: PCA

Embora o PDB possua mais de 25 estruturas cristalograficas da enzima HMGR
(Homo sapiens) de complexos ligante-receptor e sem ligante, devido a regiao do
dominio Flap ter uma grande mobilidade (ISTVAN, 2000), o mecanismo de
movimentacdo estrutural do Flap e suas contribuicbes sdo desconhecidas e as
técnicas de modelagem computacional, como a simulacdo de DM, podem fornecer
detalhes estruturais e dinamicos essenciais para a compreensao de sua funcéo no
processo de ligacdo do substrato e inibidores e o PCA pode ajudar a identificar as
flutuagOes locais e 0s movimentos coletivos que ocorrem simultaneamente, podendo
filtrar os principais movimentos coletivos (muitas vezes lentos) e os de movimentos
locais (muitas vezes rapidos) que contribuem para o esclarecimento do mecanismo
conformacional da proteina.

Com as simulacfes da DM as trajetorias foram utilizadas para os calculos de
PCA, o primeiro passo foi a utilizagdo das simula¢gdes de cada sistema para coletar as
informac@es das flutuacdes X, Y e Z de cada atomo ao longo da trajetoria para a
construgdo da matriz de Covariancia (C) utilizando o Cpptraj implementado no
AmberTools 16 (CASE, 2016). No segundo passo é feito a diagonalizacdo 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 numero de frame da trajetoria da DM e os trés componentes
principais PC1l, PC2 e PC3. No terceiro passo é feito a plotagem do grafico
correlacionando o PC1 vs PC2 criando uma superficie de coloragdo que controlam os
nameros de trajetérias de simulacdo de azul (0 ns) tendendo para o verde (50 ns)
levando até o fim da DM em vermelho (100 ns). O quarto passo € a criacao de trajetoria
com os movimentos de cada componente por meio do programa PCAsuite do grupo
de modelagem molecular e Bioinformatica (Molecular Modelling & Bioinformatics
Group. OROZCO, M. http://mmb.pcb.ub.es/software/pcasuite/pcasuite.html), onde é possivel o
observar a direcao e amplitude do movimento e assim gerar imagens que demonstrem
a estrutura inicial, intermediarias e final que formam o movimento conformacional da
proteina. Este estudo pretende investigar o0 mecanismo conformacional do dominio
Flap devido a ligacdo do substrato e estatinas a proteina HMGR, uma vez que esse

Loop encontra-se proximo do sitio ativo.
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4.5 Energia Livre de ligagdo - MMGBSA, SIE e Decomposicao

A energia livre de ligacéo é capaz de medir em valores a espontaneidade da
ligacdo do ligante no receptor mostrando se a ligacdo é favoravel durante a DM,
calculou-se por Molecular Mechanics of Generalized Born Surface Area (MMGBSA)
no AMBER 12 (HOU T, 2011), empregando as equacdes de 6 a 9:

AGping = GComplex - (Greceptor + Gligand) Eq. 6
AGbind = AH —-TAS = AEvacuum + AGsolvated — TAS Eq. 7
AEyqcuum = BEeier + AEyqw Eq. 8
AGsolvalted = AGpolar + AGnon—polar Eq. 9

onde AGying € a energia livre de ligagao total entre o ligante e o receptor, € Geomplex:
Greceptor € Giligana S80 as energias do complexo, receptor e ligante, respectivamente.

O AGy;,q € descrito por varios termos: a entalpia em fase gasosa (AE,.cuum) que € a
soma das interagfes eletrostaticas (AEq ;) € Van der Waals (AEyqw), @ energia livre
de solvatagao (AGsevated) que inclui os termos polar (AGpear) € apolar (AGpen—polar), €
a entropia conformacional (TAS) que é a contribuicdo das mudancas de entropia para
a energia livre de ligacdo. Calculou-se também o Solvated Interaction Energy (SIE)
(NAIM, 2007).

A energia de interacdo entre os inibidores e cada residuo da proteina foi
calculado aplicando o método de MMGBSA usando o AMBER 12 (KOLLMAN et al.,
2000; TSUI; CASE, 2000), descrito por meio da equagéao 10:

AGli,gand—resid = AEelet + AEVdW + AGpolar + AGnon—polar Eg. 10

onde 0 termo AGjigand-resia € @ €nergia de interacdo ligante-residuo, descrito pela

contribuicdo eletrostéatica (AE ) € de Van der Waals (AEyq4w) €m vacuo, e solvatacao
polar (AGpelar) € N80 polar (AGpen—porar)- Aqui neste trabalho, esse método foi essencial
para verificar a mudanca energética e contribuicdo de cada residuo na mudanca do
ambiente, na mudanca conformacional, verificando qual estado é energeticamente
favoravel para o sistema.

Por fim, foi utilizado o método MM/GBSA com o protocolo de analises de
energia livre de Pin-Chih Su e colaboradores (PIN-CHIH SU et al., 2015), para
obtencéo das variacbes da energia de van der Waals (AGvdw), energia eletrostatica
(AGelec), energia polar (AGeg), energia ndo polar (AGnonpolar), €nergia de solvatacéo

31



(AGsov) € energia livre de ligagdo total (AGbing) durante o tempo de simulagéo da

dindmica molecular.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 DM

A DM, aplicando o método de Mecéanica Molecular (MM), foi utilizada para
descrever o mecanismo de alteracdo conformacional da proteina HMGR, focando
principalmente no Flap, induzido pelo substrato e inibidores. Assim a estrutura inicial
foi mantida como um ponto de referéncia, e essa estrutura contem a regiao do Flap
fechada, ou seja, os desvios calculados como o grafico do Raiz do Desvio Quadrético
Médio (Root Mean Square Deviation - RMSD) ird comparar todas as estruturas ao
longo da DM com a estrutura de referéncia estrutura da proteina com o Flap fechado).
O RMSD para os sistemas estudados € apresentado na figura 7, os complexos de
cada sistema sdo mostrados em preto, e o grafico conta com a movimentacdo dos
dominios da cadeia C: N 460-527 em verde claro, L1 528-590 em magenta, L2 694-
866 em laranja e S 592-682 em vermelho, na cadeia D consistem 0s seguintes
dominios: N 460-527 em verde escuro, L1 528-590 em roxo, L2 694-865 em ciano e
S 592-682 em marrom. E possivel notar que os dominios N da cadeia C (em verde
claro), N da cadeia D (em verde escuro) e o L2 da cadeia C (em laranja) sao
responsaveis por sofrer maiores desvios no sistema, o inibidor 1 (Figura 7a) apresenta
estabilidade em seu complexo, inibidor 2 (Figura 7b) se mantém com poucos desvios
ao longo dos 100 ns e o substrato HMG-CoA (Figura 7c) sofre influéncia dos seus
grupos volumosos, porém mantém-se estavel em varios pontos da DM, somente para
a Apo-proteina (Figura 7d) que o dominio L2 e N da cadeia C apresenta um RMSD
abaixo de 3,0 A, mesmo com essas movimentacdes desses dominios o complexo
apresenta um bom padrdo de desenvolvimento ao longo da simulacdo de DM.

Para todos os sistemas apresentados na Figura 7, temos movimentacdes do
dominio L2 (694-866) da cadeia C, que contém os residuos que compdem o Flap (861
a 866) e esse loop pode influenciar no RMSD de cada complexo, a sua permanéncia
no sitio ativo garante uma estabilidade e baixos desvios, e sua instabilidade garante
influéncia nos valores de RMSD (em A), a partir desses resultados ainda n&o foi
possivel observar o comportamento isolado do Flap, mais adiante estudaremos essa

por¢cdo da proteina com mais detalhes.
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FIGURA 7 — Gréfico de RMSD (em A) dos complexos (em preto) e para os dominios:
N (460-527, cadeia C em verde claro e cadeia D em verde escuro); L1 (528-590,
cadeia C em magenta, cadeia D em roxo) L2 (694-866, cadeia C em Laranja, 694-865
cadeia D em ciano); S (592-682, cadeia C em vermelho e cadeia D em marrom) versus
o Tempo de DM (em ns). a) inibidor 1; b) inibidor 2; c) substrato HMG-CoA; d) Apo-
proteina
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

A simulacdo da Atorvastatina conta com 100 ns de DM, o grafico da Raiz da
Flutuacdo Quadratica Média - Root Mean Squared Fluctuation (RMSF) mostra que na
cadeia C temos flutuacBes abaixo de 2,0 A, e na cadeia D temos os residuos 600 a
720 com RMSF bem proximos de 2,0 A e os C e N terminais contam com as maiores
variacdes na proteina, o residuo inicial da por¢éo do Flap, His861, tem um RMSF igual
a 1,429 A e a His866 catalitica como ultimo residuo tem uma flutuagcdo média de 2,588
A (Figura 8a). O RMSD para o sistema da Atorvastatina € mostrado na Figura 8b, se
mantendo em média a 2,0 A demonstrando estabilidade no complexo. A literatura ndo
cita se o Flap esta envolvido no processo de inibicdo pela Atorvastatina, o dominio L1
tem um desvio mais discreto em relagéo aos outros sistemas apontando que a porgéo
do Flap se mantém com baixa mobilidade ao longo da DM. A Atorvastatina foi

introduzida nesses resultados por se um composto ja utilizado pela clinica no controle
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dos niveis de colesterol, porém ndo ha estudo das conformacdes da proteina HMGR

envolvendo as estatinas.

FIGURA 8 — a) Grafico de RMSF (em A) das cadeias C (em Verde) e cadeia D (em
Azul) para o complexo da Atorvastatina; b) Grafico de RMSD (em A) para o complexo
da Atorvastatina e dos dominios da proteina versus tempo de DM (em ns)
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

O mecanismo de movimentag¢do da proteina no processo de catalise com o
substrato € de extrema importancia, acredita-se que as mudancas que ocorrem no
Flap podem desfavorecer o sistema provocando decaimento no processo, e a His866
como residuo catalitico esta envolvida diretamente nesse sistema, e ao longo da
simulacdo o Flap sofre influéncia dos ligantes, o Grafico 1 tem o RMSF para os
residuos His861, Leu862, Val863, Lys864, Ser865 e His866, para o HMG-CoA a
flutuacdo média demonstra que o Loop tampa a regido do sitio ativo se mantendo
fechado, e o inibidor 2 provoca o fechamento do Flap, mantendo um RMSF bem
proximo do substrato, e o inibidor 1 ja ndo possui essa caracteristica e ndo induz o
fechamento, a Apo-proteina tem uma flutuacéo que indica que o Flap esta semi aberto
para essa simulacdo de 100 ns. Os RMSF das duas cadeias para o inibidor 1, 2,

substrato e Apo-proteina sdo mostrados na Figura 9.
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GRAFICO 1 - RMSF (em A) dos residuos do Flap (860-866) para o substrato HMG-
CoA (em verde), inibidor 1 (em azul), inibidor 2 (em roxo) e Apo-proteina (em
vermelho)
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

A Figura 9a apresenta o RMSF da cadeia C e D do complexo HMGR-inibidor
1, os residuos permanecem com uma flutuacio abaixo de 2,0 A, ja os C-terminais e
N-terminais apresentam valores mais altos de flutuacdo, observando o dominio Flap,
observa-se que possui um RMSF igual a 6,0 A, indicando altas flutuacdes para esses
residuos (861-866). A Figura 9b mostra o complexo com o inibidor 1, que tem os
intervalos dos aminoacidos 600 a 640 e 660 a 670 que demonstram-se com variacfes
mais elevadas, tanto na cadeia C como na cadeia D, ja os residuos do loop tém baixas
flutuacées, proximo de 2,0 A. O substrato HMG-CoA possui bons padrdes de RMSF,
os residuos 861 a 866 possuem baixa média, indicando estabilidade na simulacédo, o
dominio N-terminal da cadeia C possui alta mobilidade assim como para o0s outros
complexos (Figura 9c).

A Apo-proteina possui movimentag¢ao nas cadeias C e D, o Flap mostrado no
Gréfico 1 tem flutuacdes caracteristicas de um estado semiaberto comparados aos
demais sistemas, as flutuacdes de cada residuo da proteina livre sdo apresentadas

na Figura 9 que demonstram movimentacdes em todos os dominios.
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FIGURA 9 - Gréfico de RMSF (em A) das cadeias C (em Verde) e cadeia D (em Azul)

para os complexo dos inibidores 1 e 2, substrato HMG-CoA e Apo-proteina
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

Os resultados do RMSF nos monstram as flutuacbes médias de cada
complexo, porém ndo possui tanta precisado por se tratar de uma média de Flutuacao,
logo nédo é possivel observar as movimentagdes coletivas e individuais da proteina
HMGR, o que se faz necessario um estudo mais detalhado desses sistemas, e a
Andlise de Componentes Principais (PCA) é capaz de separar 0s movimentos
principais da proteina, observando cada dominio e suas modificagBes estruturais, 0s

resultados de PCA serdo apresentados no proximo tépico.

5.2 PCA

O agrupamento de projecOes das estruturas recolhidas durante 100 ns de DM
foram tracados em trés perfis transversais, PC1-PC2, PC1-PC3 e PC2-PC3 para
todos os sistemas, as coloragBes controlam os numeros de trajetérias de simulagéo
de azul (0 ns) tendendo para o verde (50 ns) levando até o fim da DM em vermelho
(100 ns). Os resultados de PCA mostram as modificagdes estruturais da proteina
HMGR, demonstrando a influéncia do estado ligado e nédo ligado, tendo como foco a

regido dos residuos do Flap. A Figura 10 mostra os PCs combinados entre si, para o
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sistema do inibidor 1, e ainda demonstra 0 RMSF durante cada componente principal
(Figura 10d). Em PC1 vs PC2 (Figura 10a) e PC1 vs PC3 (Figura 10b) temos a
distribuicdo de estruturas em subconjuntos de acordo com sua similaridade tendo
pontos agrupados, podendo ser divididos em dois grandes grupos em PC1 para 0s
dois graficos com estruturas de 0 a 40 ns e o0 outro grande grupo de estruturas de 50
a 100 ns e outros subgrupos se formam dentre essas estruturas. Ja em PC2 vs PC3
temos uma dispersdo das estruturas ao longo dos dois PCs (Figura 10c), o RMSF
mostra 0 comportamento dos dominios para cada componente, mostrando o PC3 com

maior variacgao.

FIGURA 10 - Gréfico de PC vs PC para o inibidor 1; a) grafico do PC1 vs PC2; b)
grafico PC1 vs PC3; c) PC2 vs PC3, a coloracao nos gréaficos de PC vs PC é referente
a trajetoria, azul 0 ns; verde 50 ns; vermelho 100 ns. d) grafico de RMSF dos residuos
da proteina para o PC1, PC2 e PC3
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O movimento em PC1 das estruturas para o complexo HMGR-inibidor 1 é
mostrado na Figura 11, onde a estrutura inicial da cadeia C é mostrada em vermelho
e a final em azul, e na cadeia D temos a estrutura rosa como a estrutura inicial e
laranja para a estrutura final, as estruturas intermediarias sdo mostradas em verde,
essas estruturas caracterizam o movimento de PC1 para esse sistema, observa-se
gue no inicio do movimento da cadeia C (estrutura em vermelho) o Flap se encontra
aberto e se movimenta em direcdo ao sitio ativo, como pode ser observado na
estrutura com os vetores, e os N dominios possuem bastante movimentacdo na
cadeia C e D. Em PC1 o estado conformacional do Flap se encontra em movimentos

que o direcionam para um estado fechado, indo em direcéo ao sitio ativo de ligacao.

FIGURA 11 — Movimentacdo da proteina em PC1 para o sistema do inibidor 1, a
cadeia C temos a estrutura inicial em vermelho, estrutura final em azul. Para a cadeia
D, estrutura inicial é em rosa e a final em laranja, as estruturas intermediarias estao
em verde. Os vetores do PC1 é mostrado em verde para os bastdes e as setas em
vermelho

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.
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O segundo movimento principal (PC2) para a estrutura da proteina do sistema
do inibidor 1 € mostrado na Figura 12. Em PC2 temos as estruturas intermediarias em
cor ciano, a estrutura inicial em vermelho e final em Azul (cadeia C) e rosa para o
movimento inicial e laranja na estrutura final (cadeia D), € possivel observar que o
Flap, encontrado na cadeia C, passa do estado fechado (identificado anteriormente
pelo PC1) para o estado aberto, a estrutura final em azul demonstram um estado
totalmente aberto do loop, indicando que a estrutura da HMGR ligada ao inibidor 1
possui dois estado conformacionais do dominio Flap, uma vez que o primeiro
componente principal (PC1) identificou um estado e o segundo componente (PC2)
identificou outro estado conformacional, e as contribuicbes desses dois componentes

principais caracterizam o estado conformacional desse sistema.

FIGURA 12 — Movimentacdo da proteina em PC2 para o sistema do inibidor 1, a
cadeia C temos a estrutura inicial em vermelho, estrutura final em azul. Para a cadeia
D, estrutura inicial € em rosa e a final em laranja, as estruturas intermediarias estdo
em verde. Os vetores do PC2 é mostrado em verde para os bastfes e as setas em
vermelho

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.
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A Figura 13 traz os resultados de PC3 para a simulagdo da HMGR-inibidor 1, o
terceiro componente costuma apresentar a terceira maior contribuicdo do movimento.
O PC3 confirma que o inibidor 1 ndo é capaz de induzir o fechamento do Flap por
completo, pois temos dois estados identificados (PC1 e PC2) e no terceiro movimento
observa-se que o dominio Flap ndo possui movimentacéo, indicando que ndo possui
uma terceira conformagéo estrutural, se mantendo entre o estado aberto e o estado
fechado. A principal contribuicdo de PC3 sdo os N-terminais que possuem grande
mobilidade, principalmente na cadeia D, que temos os residuos se movimentando
para "fora" como € mostrado na estrutura com os vetores, que mostram a direcao e

amplitude do movimento de PC3.

FIGURA 13 — Movimentacdo da proteina em PC3 para o sistema do inibidor 1, a
cadeia C temos a estrutura inicial em vermelho, estrutura final em azul. Para a cadeia
D, estrutura inicial é em rosa e a final em laranja, as estruturas intermediarias estédo
em cinza. Os vetores do PC3 é mostrado em verde para os bastfes e as setas em
vermelho

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.
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Esses dois estados conformacionais observados para o complexo HMGR-
inibidor 1 n&o séo observados para o inibidor 2. Os resultados demonstram que o Flap
cobre o sitio ativo durante toda simulacdo de DM, o PCA mostrou que para esse
sistema temos o estado fechado do loop cobrindo o sitio ativo e o inibidor 2, podemos
observar isso no mecanismo conformacional gerado pelo PC1, PC2 e PC3. O estado
conformacional se encontra em um minimo favoravel uma vez que nao sofre uma
variacao para outras conformacdes, contribuindo diretamente na ligacéo e na inibicédo
pelo ligante 2, a Figura 14 mostra o primeiro componente principal (PC1), a Figura 15
apresenta as cadeias do dimero e os vetores em PC2, a Figura 16 mostra o PC3 da

estatina 2.

FIGURA 14 — Movimentacdo da proteina em PC1 para o sistema do inibidor 2, a
cadeia C temos a estrutura inicial em vermelho, estrutura final em azul. Para a cadeia
D, estrutura inicial é em rosa e a final em laranja, as estruturas intermediarias estédo
em verde. Os vetores do PC1 é mostrado em verde para os bastdes e as setas em
vermelho

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

Ja em PC2 (Figura 15) temos o dominio S se movimentando para baixo, como

pode ser observado na estrutura com os vetores que mostram a direcdo e amplitude
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desse movimento, o Flap conta com os residuos 861, 862 se acomodando em direcao
ao sitio ativo, ou seja, se movimenta para interagir com o inibidor 2 e fechar mais ainda
o sitio de ligacéo, e os residuos 863, 864, 865, e 866 ndo sofrem movimentacdes
acentuadas, somente se deslocam para fechar mais o sitio, isso pode ser observado

na estrutura da cadeia C (movimento inicial em vermelho e estrutura final em azul).

FIGURA 15 — Movimentacdo da proteina em PC2 para o sistema do inibidor 2, a
cadeia C temos a estrutura inicial em vermelho, estrutura final em azul. Para a cadeia
D, estrutura inicial é em rosa e a final em laranja, as estruturas intermediarias estao
em ciano. Os vetores do PC2 é mostrado em verde para os bastfes e as setas em
vermelho

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

Com a aplicacao do PCA para o complexo HMGR-inibidor 2, podemos indicar
gue a movimentacao do dominio Flap na presenca do inibidor 2 se encontra fechado,
cobrindo o ligante e tampando o sitio ativo, aumentando a estabilidade do complexo,
pois 0 PC1 e PC2, nos mostram perfeitamente que os outros dominios tém maiores
movimentagdes do que o loop que se encontra na regido catalitica, e o PC3 (Figura
16) mostra que essa regido permanece estavel sem movimentag¢bes do inicio do

movimento (estrutura em vermelho, cadeia C) e no final (estrutura azul, cadeia C), e
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temos baixa movimentac¢ao para os outros dominios, vemos vetores bem menores, e
se encontram somente na regido do N-terminal, o dominio Flap tem sido observado
por estar presente em regides que interagem com o ligante, e sua presenca no sitio
pode influenciar até na permanéncia do inibidor na cavidade catalitica, uma vez que

fechado impede a saida e instabilidade quimica do ligante.

FIGURA 16 — Movimentacdo da proteina em PC3 para o sistema do inibidor 2, a
cadeia C temos a estrutura inicial em vermelho, estrutura final em azul. Para a cadeia
D, estrutura inicial € em rosa e a final em laranja, as estruturas intermediarias estédo
em cinza. Os vetores do PC3 é mostrado em verde para os bastfes e as setas em
vermelho

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

Os valores de PC1 vs PC2, PC1 vs PC3 e PC2 vs PC3 em conjunto com RMSF
de cada componente encontrados no complexo HMGR-inibidor 2 sdo apresentados
na Figura 17, onde podemos perceber que PC1 e PC2 possui estruturas bem mais
agrupadas se mantendo em grupos estruturais bem préximos e formando minimos
durante toda simulacédo de DM, o PC2 se distribui com os mesmo agrupamentos de
estruturas de 0 a 100 ns e PC3 o agrupamento das estruturas percorrem 0 mesmo
sentido dos outros PCs formando minimos durante a DM, o RMSF nos possibilita a

comparacao da flutuacdo média de cada residuo em PC1, PC2 e PC3, que para cada
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dominio os residuos seguem o mesmo comportamento para os PCs, logo podemos
afirmar que o inibidor 2 provoca um estado conformacional da proteina estavel, uma
vez que as estruturas possuem similaridade durante toda simulacéo e ndo sofrem com
alteracOes que evidenciem outros estados conformacionais, e a estrutura do Flap
mostra que cobre o sitio ativo se mantendo estavel, com flutuacdes abaixo de 1,0 A,

demonstrando alta estabilidade dos residuos do loop com o sitio ativo e o inibidor 2.

FIGURA 17 — Grafico de PC vs PC para o inibidor 2; a) grafico do PC1 vs PC2; b)
grafico PC1 vs PC3; c) PC2 vs PC3, a coloracao nos graficos de PC vs PC é referente
a trajetoria, azul 0 ns; verde 50 ns; vermelho 100 ns. d) grafico de RMSF dos residuos
da proteina para o PC1, PC2 e PC3
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

A verificacdo da conformacdo do receptor ligado ao substrato HMG-CoA
demonstra que o estado fechado do Flap € o principal estado conformacional do loop

cobrindo o ligante, aqui o substrato induz o fechamento do Flap para que o sistema
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comece 0 processo catalitico, e essa inducédo nos mostra que o fechamento do Flap
favorece e estabelece um melhor ambiente de ligacdo tonando o sistema estavel, a
Figura 18 demonstra a amplitude e direcdo das movimentacdes da proteina atraves
dos vetores, colocando em destaque a regiao do loop (em amarelo), que participa e
contribui para o processo de ligacao substrato-enzima, e se mantém fechado com o
substrato ligado criando uma tampa que cobre o sitio 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 catalise. Esse comportamento foi
observado para o substrato e n&o estava envolvido no processo de ligagcdo de
inibidores dessa proteina (TABERNERO, et al., 1999; JAWAID, et al., 2010), porém
percebemos aqui que existem inibidores que provocam o fechamento desse Flap
tornando a ligacao inibidor-receptor mais favoravel influenciando diretamente no
processo de rendimento e estabilidade da inibicdo. Os vetores mostram ainda que os

movimentos mais presentes da proteina se encontram no N-terminal.
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FIGURA 18 — Movimentacdo da proteina em PC1, PC2 e PC3 para o sistema do
Substrato HMG-COA com os vetores (bastdes verde e setas em vermelho) indicando
a amplitude e direcdo do movimento, em evidencia (em amarelo) a porcdo dos
residuos 861-866 que compdem o FLAP
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.
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As Figuras 19a, b e ¢ mostram os graficos de PC1 vs PC2, PC2 vs PC3 e PC3
vs PC1, aplicando a superficie em cores referentes a cada momento da simulacéo de
100ns de DM do complexo HMGR-HMG-CoA. A Figura 19d, apresenta o RMSF para

cada movimento encontrado pelo PC.

FIGURA 19 — Grafico de PC vs PC para o substrato HMG-CoA; a) grafico do PC1 vs
PC2; b) grafico PC1 vs PC3; c) PC2 vs PC3, a coloracao nos graficos de PC vs PC é
referente a trajetéria, azul 0 ns; verde 50 ns; vermelho 100 ns. d) grafico de RMSF dos
residuos da proteina para o PC1, PC2 e PC3
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.
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O gréfico de PC1 vs PC2 (Figura 19a) plota as estruturas referentes ao primeiro
e segundo movimentos encontrados durante a simulacdo, o deslocamento das
estruturas € acompanhado pelo tempo de simulagéo em cores (cor azul em Ons, verde
em 50ns e 100ns em vermelho), as estruturas encontradas de 0 a 40 ns se agrupam
em micro estados de similaridade que se deslocam ao longo do PC, o PC1 vs PC3,
mostra um movimento parecido encontrado no primeiro grafico, onde temos a
caracterizacdo de um deslocamento dessas estruturas caracteristicas de cada
movimento representado pelos componentes. O PC2 vs PC3 aponta uma correlacao
mais dispersa dessas estruturas, com pontos iniciais (Ons) com similaridades com
outros pontos da DM. Quando plotado os graficos de RMSF de cada componente
(Figura 19d), percebemos que as flutuacbes medias de cada movimento se
assemelham, indicando que os deslocamentos desses pontos possuem estruturas de
cada dominio semelhantes.

As estruturas inicial (em vermelho, cadeia C) e final (em azul, cadeia C) do PC1
para o complexo HMGR-HMG-CoA (Figura S5), mostram que o Flap tem os residuos
864 e 863 que tem uma pequena movimenta, porém essa movimentacdo nao é

suficiente para fazer esse loop se abrir (Figura 20).
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FIGURA 20 — Movimentacédo da proteina em PC1 para o sistema do Substrato HMG-
CoA, a cadeia C temos a estrutura inicial em vermelho, estrutura final em azul. Para
a cadeia D, estrutura inicial € em rosa e a final em laranja, as estruturas intermediarias
estdo em verde

HMG-CoA
Substrate

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

As estruturas de PC2 possuem caracteristicas similares no dominio Flap de
movimentacdes (Figura 21). As movimentacdes do Loop ndo fazem com que o Flap
se abra, como foi observado na Figura 18 com os vetores, que por ser um movimento
pequeno presente somente em PC1l, os demais PCs ndo houve movimentos
perceptivel para criar uma direcdo e amplitude de movimento de vetores. As estruturas
finais e iniciais da cadeia C e D (cadeia C — estrutura inicial em vermelho e final em
azul, cadeia D — estrutura inicial em rosa em final em laranja, as estruturas
intermediarias sdo mostradas em ciano) mostram o deslocamento principalmente do
dominio N-terminal das duas cadeias, enquanto os outros dominios possuem baixas

mobilidades.

49



FIGURA 21 — Movimentacdo da proteina em PC2 para o sistema do Substrato HMG-
CoA, a cadeia C temos a estrutura inicial em vermelho, estrutura final em azul. Para
a cadeia D, estrutura inicial € em rosa e a final em laranja, as estruturas intermediarias
estdo em ciano
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

Em PC3 temos as estruturas iniciais e finais do complexo HMGR-HMG-Co0A,
gue ndo apresentam descolamento estruturais drasticos (Figura 22), principalmente
na regido dos residuos do Flap, o C-terminal da cadeia D (que possui os residuos de
861 a 865) sofrem uma movimentacdo nos residuos finais, porém essas
movimentacdes ndo sdo aqui avaliadas (isso se aplica para todos os complexos
estudados) por ndo conter principalmente o residuo catalitico His866 e pela presenca
do sitio ativo estudado estar localizado no lado oposto, ndo é possivel observar uma
relacdo de modificagBes estruturais que correlacionem os dois sitios ativos, pois 0

comportamento do Flap no sitio estudado possui comportamento diferente.
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FIGURA 22 — Movimentacdo da proteina em PC3 para o sistema do Substrato HMG-
CoA, a cadeia C temos a estrutura inicial em vermelho, estrutura final em azul. Para
a cadeia D, estrutura inicial € em rosa e a final em laranja, as estruturas intermediarias
estdo em cinza

Substrato
HMG-CoA

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

O PCA da proteina livre sem ligante (utilizando somente 100 ns de DM)
demonstra que ha uma movimentacéo do loop do C-terminal, confirmando que o Flap
estd semiaberto. A Figura 23 mostra as estruturas de PC1 para a Apo-proteina, o Flap
parte do estado fechado (estrutura inicial em vermelho, cadeia C) para o estado aberto
(estrutura em azul) os vetores mostram a dire¢éo e a amplitude do movimento, e todos
os demais dominios da proteina sdo conservados com baixa movimentag&o. Porém
como observado anteriormente pelos resultados de RMSF (Figura 9) esse loop se
abre, mas ndo a ponto de deixar a cavidade livre para um ligante com um volume
maior, como o substrato HMG-CoA, e podemos perceber que nessa movimentagcao
de PC1 temos o deslocamento dos residuos em dire¢cao oposta a do sitio ativo, esse

comportamento € bem nitido na estrutura com os vetores.
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FIGURA 23 — Movimentacao da proteina em PC1 para o sistema da Apo-proteina, a
cadeia C temos a estrutura inicial em vermelho, estrutura final em azul. Para a cadeia
D, estrutura inicial € em rosa e a final em laranja, as estruturas intermediarias estdo
em cinza. Os vetores do PC1 sdo mostrados em verde para o0s bastdes e as setas em
vermelho

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

A figura 24a mostra PC1 vs PC2, figura 24b PC1 vs PC3, figura 24c PC2 vs
PC3 e a figura 24d mostra o grafico de RMSF para cada PC. H& uma distribuicdo das
estruturas durante os 100 ns de simulacdo sem apresentar grupos de estruturas nos
intervalos, partindo de um ponto conformacional e variando até o final da DM, o RMSF
mostra a baixissima flutuacéo dos residuos nos demais dominios, mostrando valores
abaixo de 1,0 A, isso indica que os dominios ndo sofrem alteracBes estruturais
significativa e a regidao do Flap é que sofre as grandes variagcbes conformacionais,
mesmo em PC2 temos os dominios conservados, a regido de Flap apresenta

movimentacdo se mantendo no estado aberto (Figura 25), e PC3 mantendo-se no
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mesmo estado (Figura 26) indicando que essa regido sofre modificacdes estruturais

sem o ligante.

FIGURA 24 — Grafico de PC vs PC para a Apo-porteina; a) grafico do PC1 vs PC2;
b) grafico PC1 vs PC3; c) PC2 vs PC3, a coloragdo nos graficos de PC vs PC é
referente a trajetoria, azul 0 ns; verde 50 ns; vermelho 100 ns. d) grafico de RMSF dos
residuos da proteina para o PC1, PC2 e PC3
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

As estruturas referentes ao movimento de PC2 (Figura 25) tem os N-terminais
com as movimentacdes maiores e 0s vetores presente no Flap ndo se voltam para

regiao do sitio ativo.
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FIGURA 25 — Movimentacao da proteina em PC2 para o sistema da Apo-proteina, a
cadeia C temos a estrutura inicial em vermelho, estrutura final em azul. Para a cadeia
D, estrutura inicial € em rosa e a final em laranja, as estruturas intermediarias estao
em ciano. Os vetores do PC2 é mostrado em verde para os bastdes e as setas em
vermelho

Fonte: dados extraidos desta pesquisa

As estruturas de PC3 (Figura 26) ja tem amplitudes maiores para os vetores do
Flap com uma parte dos residuos sendo direcionadas para a regido do sitio ativo, e 0
S-dominio (592-682) tem movimentacdes em suas B-folhas, e o N-teminal da cadeia
D, se desloca em sentido rotatorio em direcdo ao centro inferior da proteina.

A baixa flutuacdo dos outros dominios (n&o incluindo Flap) garante a
conservacao da estrutura nativa da proteina HMGR, observamos no RMSF que os
dominios possuem movimentacées abaixo de 1,0 A. As estruturas de PCA da Apo-
proteina manteve a ideia de que o Flap se encontra em constante movimentacao sem
a presenca de um ligante, e essas modificacfes apontam que a regido do sitio tem o
Flap como mediador para um possivel acoplamento. Como veremos a seguir com a
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extensdo de mais 100ns de simulacdo para a proteina nao ligada e proteina ligada ao

ligante.

FIGURA 26 — Movimentacéo da proteina em PC3 para o sistema da Apo-proteina, a
cadeia C temos a estrutura inicial em vermelho, estrutura final em azul. Para a cadeia
D, estrutura inicial € em rosa e a final em laranja, as estruturas intermediarias estédo
em ciano. Os vetores do PC3 é mostrado em verde para os bastfes e as setas em
vermelho

Fonte: dados extraidos desta pesquisa

Evidenciamos que o Flap se mantém fechado durante toda simulacdo quando
0 substrato se liga a proteina. Foram observados por meio de uma extensao da DM
de 200 ns, onde o substrato continua induzindo o fechamento do Flap, como podemos
observar no Gréfico 2 de RMSD dos residuos do Flap (861-866), a proteina livre sem
ligante passa de um estado semiaberto para o totalmente aberto do Flap, moldando-
se para abrir completamente a cavidade e receber o substrato, e quando o HMG-CoA
se liga no sitio ativo o Flap se fecha e mantém-se fechado para que ocorra a catalise

biolégica. A estrutura de referéncia para o calculo desse RMSD possui a estrutura
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conformacional do Flap fechada, ou seja, quando menor o valor do desvio mais
semelhante a estrutura de referéncia, logo o complexo do substrato possui a estrutura

do Flap semelhante a estrutura de referéncia, se mantém fechado.

GRAFICO 2 — Gréfico de RMSD (em A) dos residuos do Flap (860-866) para o
substrato HMG-CoA (em verde) e para a Apo proteina (em Azul) versus 200 ns de
simulacédo de DM
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

A influéncia do Flap no sistema da Atorvastatina comprova que o estado do
loop fechado estad relacionado com o processo de inibicdo eficiente da proteina
HMGR, uma vez que esse estado esta relacionado com a estabilidade do complexo
ligante-receptor e a presenca de estruturas em PCL1 esta envolvido com a estabilidade
desse complexo, pois o primeiro componente principal possui a maior contribuicdo
mostrando a forma principal da estrutura, o maior agrupamento de estruturas em PC1
demonstra que existe um minimo estavel formando o movimento principal da
estrutura, os valores de PCs combinados entre si e o RMSF de cada PC séo
mostrados na Figura 27, que mostra somente o estado fechado do Flap cobrindo o

sitio ativo e a Atorvastatina podendo ser observados a conformagdo em PC1 na Figura

56



28, as conformacdes assumidas em PC2 sdo mostrados na Figura 29 e as estruturas

presentes em PC3 sao apresentados na Figura 30.

Figura 27 — Grafico de PC vs PC para a Atorvastatina; a) grafico do PC1 vs PC2; b)
grafico PC1 vs PC3; ¢) PC2 vs PC3, a coloracgdo nos graficos de PC vs PC é referente
a trajetoria, azul 0 ns; verde 50 ns; vermelho 100 ns. d) grafico de RMSF dos residuos
da proteina para o PC1, PC2 e PC3
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A estruturas referentes ao movimento em PC1 sao mostradas na Figura 28,
observando principalmente o dominio Flap podemos observar que sofre um rearranjo
conformacional para se acomodar melhor no sitio ativo. Em PC2 temos a estabilidade
do loop nessa mesma conformacgéo, revelando que no segundo movimento principal
o Flap néo sofre conformacfes se mantendo somente no estado ja identificado em
PC1, estado fechado (Figura 30). Em PC1 temos o S dominio se movimento para
baixo, porém esse movimento ndo apresenta muita intensidade como € observado na
estrutura com os vetores (Figura 28), ja PC2 esse dominio ndo apresenta a mesma
movimentagdo, as maiores movimentacdes desse segundo componente sao

observadas no N-terminal (Figura 29).

Figura 28 — Movimentacédo da proteina em PC1 para o sistema da Atorvastatina, a
cadeia C temos a estrutura inicial em vermelho, estrutura final em azul. Para a cadeia
D, estrutura inicial é em rosa e a final em laranja, as estruturas intermediarias estédo
em verde

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.



Figura 29 — Movimentacédo da proteina em PC2 para o sistema da Atorvastatina, a
cadeia C temos a estrutura inicial em vermelho, estrutura final em azul. Para a cadeia
D, estrutura inicial € em rosa e a final em laranja, as estruturas intermediarias estao
em ciano

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

O PC3 confirma a auséncia de um segundo estado para a movimentacao da
proteina ligada a Atorvastatina (Figura 30), se mantendo somente no estado fechado
cobrindo o sitio catalitico e contribuindo para a permanéncia e interagdo da estatina.
Os outros dominios se mantém conservados sem sofre qualquer alteragdo, somente
o N terminal se movimenta, como ja observados também em outros sistemas aqui
estudados. Os resultados de PCA para a Atorvastatina indicam as caracteristicas de
inibidores capazes de induzir o fechamento do Flap, e a contribuicdo dessa
caracteristica e suas consequéncias serdo mostradas no proximo tépico, que
apresentara a influéncia da modificacdo estrutural do dominio Flap para a energia do

sistema e para as intera¢des importantes no sitio ativo de ligacao.
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Figura 30 — Movimentacgdo da proteina em PC3 para o sistema da Atorvastatina, a
cadeia C temos a estrutura inicial em vermelho, estrutura final em azul. Para a cadeia
D, estrutura inicial € em rosa e a final em laranja, as estruturas intermediarias estao
em cinza

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

5.3 Energia Livre de Ligagdo - MMGBSA, SIE e Decomposic¢ao

Utilizou-se de técnicas de clusterizagdo para encontrar as estruturas de maior
similaridade que representassem o maior numero de populacdo e frequéncia das
conformacdes do complexo proteina-ligante, sendo possivel assim verificar as
principais interacfes que ocorrem durante a simulacdo de DM, e entéo investigou-se
o perfil dessas interacdes e seu comportamento energético, considerando apenas a
energia eletrostatica para a energia de interacao (Eint) por residuo, por demonstrar
maiores descri¢cdes para os sistemas estudados.

O PCA revelou dois estados conformacionais do dominio Flap, onde podemos
observar os residuos do loop (861-866) no estado aberto e no estado do Flap fechado
(Figura 31) mostrando a disposicao dos residuos em relacdo ao inibidor 1 nos dois
estados e podemos observar que a conformacao que o ligante assume no sitio ndo

tem tantas mudancas entre os dois estados, indicando que a mudanca no Flap nao
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ocorre por meio de modificagdes estruturais do ligante provocando efeitos
estereoquimicos.

FIGURA 31 - Inibidor 1 no sitio ativo da proteina HMGR; Conformacéo estrutural do
Flap no estado fechado (a cima) e no estado aberto (a baixo) demonstrado pelo PCA
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

61



Os aminoacidos do loop nao interagem diretamente com o inibidor 1,
provocando assim sua instabilidade. No entanto, no estado fechado a His866 se
dispdbem em frente ao anel central do inibidor 1, sendo possivel a ocorréncia de
interacbes dos atomos de nitrogénio da His com o anel do ligante, levando a uma
contribuicdo quimica direta do Flap com o inibidor, porém essa interacdo possui um
carater fraco que é incapaz de se manter presente no sitio ativo. De modo geral todos
os residuos do sitio ativo se dispdem na mesma forma nos dois estados, porém os
residuos do Flap passam do estado fechado para o estado aberto mudando o
ambiente do sitio ativo favorecendo o sistema, onde o estado fechado é o que
apresenta maior contribuicdo para a inibicdo da HMGR, como podemos ver na Figura
32, que mostra a energia de interacdo por residuos para o estado aberto e fechado
do inibidor 1, com o PCA foi possivel caracterizar os dois estados.

A contribuicdo dos principais residuos hidrofobicos: Leu562, Val683, Leu853,
Ala856 e Leu857 estdo envolvidos no processo enzimatico e também participam do
processo de ligacdo com os inibidores, aqui podemos observar perfeitamente a
contribuicdo da His866 no estado fechado, indicando que ela participa e contribui
diretamente no processo de inibicdo, ou seja, o Flap fechado demonstra-se ser
essencial para o favorecimento energético do sistema. Temos a Lys864 que faz parte
do Flap com energia igual a 3,757 Kcal/mol, energeticamente desfavoravel para o
estado fechado, e no estado aberto essa energia diminui para -0,195 Kcal/mol.

A His866, o principal residuo catalitico do Flap, contribui bastante para o
sistema com uma energia igual a -14,802 Kcal/mol quando o Flap esta no estado
fechado e quando o Flap passa para o estado aberto a contribuicdo € menos favoravel,
decaindo para -1,022 Kcal/mol, mostrando que a principal configuragdo do Flap
depende da contribuicdo desse residuo, no estado fechado o residuo catalitico esta
envolvido diretamente e contribui de modo favoravel para o sistema, demonstrando
que a His866 é um residuo importante e esta envolvido no processo de inibicdo da
HMGR por estatinas, e que o mecanismo de modificacdo estrutural interfere

diretamente na interagéo de ligacéo dos ligantes no sitio ativo.
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FIGURA 32 - Energia de interacdo (Kcal/mol) por residuos, para o sistema do inibidor
1 que apresentou dois estados conformacionais em relacdo ao Flap
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.
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Outros residuos se mostraram favoraveis para o sistema aberto e fechado,
como a Lys735 que interage com o atomo de oxigénio O2 do grupo &-lactbnica do
ligante (por¢cdo HMG), contribuindo energeticamente com -21,735 Kcal/mol no estado
fechado e -23,886 Kcal/mol no estado aberto, a Arg590 com -8,540 Kcal/mol no estado
fechado e no estado aberto com -9,987 Kcal/mol assim como a Ser661 com -10,986
Kcal/mol no estado fechado e -10,473 Kcal/mol quando o Flap esta aberto, e a Lys691
demonstrou-se desfavoravel nos dois estados com energias acima de 5 Kcal/mol e no
estado aberto a Lys662 mostrou-se desfavoravel para o sistema.

Os resultados do PCA apontaram que o ligante 2 induz o fechamento do Flap,
mantendo-o fechado durante toda simulacdo, e por meio da clusterizagdo das
estruturas obteve-se o complexo representativo de maior similaridade, observando-se
as principais interacdes que ocorrem durante a DM. A figura 33 apresenta o inibidor 2
ligado ao sitio ativo com as linhas em preto indicando a ligacdes de Hidrogénio. A
permanéncia do Flap para esse complexo se da principalmente pela interacdo que
ocorre entre o atomo de nitrogénio N1 do inibidor com o 4tomo de oxigénio O cadeia
principal da Lys864 (K864), os outros residuos do loop interagem de outras formas e

mantém um ambiente quimico favoravel.
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FIGURA 33 - Inibidor 2 ligado ao sitio ativo de ligacao da proteina HMGR, estrutura
gerada por meio da clusterizagéo

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

Podemos perceber na Figura 33 que o atomo de oxigénio O5 faz interacdo com
a Ser565 da cadeia D, a similaridade da porcdo HMG do ligante com o mevalonato e
substrato HMG-CoA garante um perfeito encaixe e interacdo com o cis/loop da
proteina HMGR. Os principais residuos importantes aparecem fazendo interagdo com
inibidor 2, como: Glu559 (E559), Lys691 (K691), Asp690 (D690), Ser684 (S684),
Lys735(K735) e Asn755 (N755), todos fazendo interagéo de hidrogénio com o grupo
HMG do inibidor 2.

A Arg590 (R590) foi inserida por se tratar de um residuo catalitico, porém néo
faz interacdo com o grupo HMG do inibidor 2, apresentando uma distancia média do
atomo de oxigénio O3 para o 4&tomo de nitrogénio NH1 igual a 5,61 A, mas de acordo
com o calculo de interacdo por residuo (Grafico 3) possui uma alta contribuicdo
favoravel para o complexo com uma Eint de -26,37 Kcal/mol. A Lys864 contribui para
o sistema com uma Eint -11,91 Kcal/mol, e esse residuo esta presente no Flap que
cobre o sitio ativo, demonstrando que o estado fechado influencia no complexo do
inibidor 2, e a His866 passa a ter uma contribuicdo polar para o sistema (nédo

apresentado no grafico) sendo favoravel por apresentar Eint igual
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-10,55 Kcal/mol, essa mudanca de carater quimico pode ser o responsével por manter

e induzir o Flap fechado durante toda a DM.

GRAFICO 3 - Energias de intera¢éo (Ein, em Kcal/mol) entre os residuos da HMGR
e o Inibidor 2
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

As Eint por residuo para o sistema do ligante 2 variam dentre todos os
aminoacidos da proteina, apresentando residuos desfavoraveis e muitos mais
residuos favoraveis, aqui a Lys735 foi o residuo que mais contribuiu para o complexo
com uma Eint igual a -52,32 Kcal/mol, seguido pela Lys692 com energia de -41,94
Kcal/mol, a presenca dos residuos: Arg568, Lys864, Arg646, Lys692, Lys691 e
Arg702 sdo os que possuem melhores energias espontaneas presentes para esse
sistema mantendo o complexo estavel, diferente do inibidor 1, que ndo tem as mesmas
contribuicdes para esses residuos, e a presenca de muitos mais residuos com
contribuicdo favoravel também garante a estabilidade do complexo pro inibidor 2,
principalmente frente ao Flap, que permanece fechado. O Grafico 3 tem os valores
desfavoraveis de Eint, com 10,34 Kcal/mol para o residuo Glu528, 12,91 Kcal/mol para
Glu801, 14,37 para Asp767 Kcal/mol e Glu850 com 19,08 Kcal/mol, e valores de
energias favoraveis, como -11,91 Kcal/mol para a Lys864, -13,18 Kcal/mol (Arg646),
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-13,619 Kcal/mol (Arg568) e -17,12 Kcal/mol (Arg702), esses residuos sao
responsaveis por possuirem a maior contribuicdo para o complexo HMGR-inibidor 2.

Durante a permanéncia do HMG-CoA no sitio ativo o Flap se fechou exercendo
varias interacdes com o sitio ativo, a His866 faz contatos fortemente com o atomo de
enxofre do substrato, essencial para que ocorra quebra e formacéo do mevalonato, a
Figura 34 demonstra a interacdo exercida por esse residuo catalitico e de outros
residuos importantes para a acdo da proteina incluindo os contatos hidrofébicos do
sitio ativo e do Flap, que fechado contribui para o sistema. As interacdes de hidrogénio
observadas durante as simulagdes de DM (Figura 34a) e os contatos hidrofébicos
(Figura 34b) estdo em conformidade com as identificadas na literatura e estao
envolvidas na catalise enzimatica. O residuo Asn567 tem uma distancia média igual
7,36 A, entre os atomos de nitrogénio ND2 do residuo e atomo de oxigénio 013 do
HMG-CoA, mesmo estando presente na clusterizacdo, esse aminoacido sofre
flutuagbes ao longo da simulagéo que o impede de exercer interacdes de hidrogénio
durante toda DM, porém possui alta contribuicéo para o sitio de ligacdo aumentando

a superficie hidrofébica, como pode ser observado na Figura 34c com os contatos.
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FIGURA 34 - a) Principais interacdes feitas pelo substrato HMG-CoA no sitio ativo,
ligacbes de hidrogénio (linhas pretas) e contatos moleculares (linhas em rosa); b)
Residuos que desempenham ligacdes de hidrogénio; c) Contatos hidrofébicos
exercidos pelo sitio ativo e Flap

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

No Grafico 4 os resultados de energias obtidos por meio do método de
MMGBSA para cada residuo do complexo, demonstram que a interagdo com a His866
€ a mais energeticamente favoravel, o fechamento do Flap possibilita a ocorréncia e
permanéncia dessa interacdo. A contribuicdo energética mais favoravel esta
relacionada aos residuos que interagem diretamente com o substrato no processo de
catélise do HMG-CoA, os residuos da cadeia C: Glu559, Arg568, Lys722, Glu850 e
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His866, e os residuos da cadeia D: Lys480, Asp690, Asp767 e Glu801 também
contribuem de maneira favoravel para o sistema, ja a Val731, Glu482, Arg590, Lys691

e Arg702 séo os principais aminoacidos que possuem energias desaforaveis.

Grafico 4 — Energias de interacdo (Eint, em Kcal/mol) entre os residuos da HMGR e o
substrato HMG-CoA
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

O substrato conta com bastante residuos contribuindo para sua ligacdo no
receptor, por ter um volume maior e heteroatomos eletronegativos interage mais
facilmente com residuos ao seu redor. A presenca da His866 conta uma forte Eint NO
valor de -82,48 Kcal/mol, altamente favoravel, essa energia esta de acordo com 0s
resultados experimentais que apontam esse residuo como importante no processo de
catélise enziméatica da HMGR. A Lys735 presente com Eint altamente favoravel para
os inibidores 1 e 2, aqui para o substrato ndo aparece com o mesmo perfil energético.
Os principais aminoacidos que exercem ligacdes de Hidrogénio com HMG-CoA
(Figura 34b) durante a simulagéo reflete na energia de interagcdo aumentando a
contribui¢cdo do sitio ativo e a estabilidade do complexo, como temos 0s residuos com
valores favoraveis: -12,32 Kcal/mol (Glu559), -24,16 Kcal/mol (Arg568), -10,58
Kcal/mol (Lys722), -17,15 Kcal/mol (Glu850), -82,48 Kcal/mol (His866), -47,65
Kcal/mol (Lys480), -72,18 Kcal/mol (Asp690), -32,46 Kcal/mol (Asp767) e Glu801 com
-20,96 Kcal/mol.
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O estado fechado do Flap da proteina HMGR € o estado mais favoravel quando
temos um ligante capaz de induzir esse fechamento, criando uma tampa no sitio ativo
que contribui diretamente para uma melhor estabilidade do sistema e um ambiente
energeticamente favoravel, como podemos observar nas energias livres de ligacéo
pelos métodos MMGBSA (E_MMGBSA) e SIE (E_SIE), as energia de cavidade
(E_cavity) e energia de Van der Waals (E_VdW) foram geradas para os estados
encontrados durante a simulacdo por meio do PCA, a Tabela 1 apresenta as energias
livres de ligacdo no estado aberto e fechado para o inibidor 1 e somente no estado
fechado para o inibidor 2, HMG-CoA e Atorvastatina, uma vez que durante as
simulacdes e analise desses sistemas nao foi identificado outros estados do Flap para
esses ligantes, reforcando que para uma estatina ser bem sucedida no processo de
inibicdo é necessério que ela seja capaz de influenciar e manter o fechamento do Flap,
ja que o mesmo se demonstrou essencial para o favorecimento energético do sistema.
TABELA 1 — Energia livre de ligacdo, energia de cavidade e energia de Van der

Waals, obtidas pelos métodos de MMGBSA e SIE
Estado conformacionais do Flap

E_MMGBSA E_Cavity E_VdWwW
Compostos (Kcalimol) E_SIE (Keal/mol) — \Caimol)  (Kealimol)
Fechado Aberto Fechado Aberto Fechado
Inibidor 1 -8.012 -1.638 -7.49 -6.36 -10.70 -44.08
Inibidor 2 -21.665 -11.41 -11.09 -53.37
HMG-CoA -8.823 -8.52 -14.67 -67.84
Atorvastatina -15.204 -9.11 -13.35 -55.39

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

Portanto temos o estado fechado do dominio Flap da proteina HMGR, como o
estado mais favoravel para o processo de inibicdo e catélise do HMG-CoA, uma vez
que o comportamento energético do estado aberto para o inibidor 1 desfavorece a
ligacao inibidor-enzima, e com a presenca do loop (861-866) podemos confirmar que
o melhor rendimento energético € com a participacdo do residuo catalitico His866.
Essa conformacdo do Flap assume que para um melhor rendimento da inibicdo é
necessario estar no estado fechado para que a ligacdo seja mais favoravel e a His866
catalitica faca a interacdo com o ligante e contribua para o ambiente do sitio ativo de
ligacdo, esses resultados levaram a identificar que o estado fechado do Flap garante
uma melhor postura para a acomodacao de estatinas na inibicdo da enzima HMGR.

Com a extenséo da simulacdo da DM para proteina sem ligante (Apo) foi
possivel identificar que o Flap passa de um estado semiaberto para um estado

totalmente aberto e assim foi gerado uma superficie eletrostatica para esses estados
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(Figura 35). A Figura 35al e bl apresenta a superficie do dimero (cadeia C e D) da
proteina HMGR, gerada por meio do servidor PDB2PQR, em cores de superficie de
energia eletrostatica, em vermelho superficies negativas, em azul, positivas e as
regibes neutras em branco, a figura 35al € a estrutura da proteina com o Flap no
estado semiaberto e a figura 35b1 é quando o Flap passa para o estado totalmente
aberto, ambas as estruturas foram obtidas por técnicas de clusterizagéo.

A Figura a2 apresenta a superficie aplicada a regido do sitio ativo,
demonstrando que a cavidade no momento que o Flap estd semiaberto gera um
impedimento estérico, ja quando passa para o estado totalmente aberto (Figura 35b2)
a cavidade aumenta, deixando um espaco suficientemente adequado para o encaixe
do substrato. O substrato HMG-CoA foi encaixado na cavidade da proteina no
momento do estado semiaberto e no estado totalmente aberto (figura 35a3 e 35b3)
afim de observar se realmente o Flap precisa se abrir completamente para receber o
substrato, e a figura 35a3 demonstra que essa cavidade nao pode receber o substrato,
por ter os seus residuos impedindo a entrada do HMG-CoA no sitio, porém quando o
Flap passa para o estado totalmente aberto (Figura 35b3) podemos observar que a
cavidade esté pronta para receber o substrato, se encaixando perfeitamente no sitio
ativo, indicando que a proteina passa de um estado semiaberto para um estado
totalmente aberto para receber o substrato natural HMG-CoA para que ocorra a
catalise. E possivel observar ainda que a superficie eletrostatica modifica-se com a
variacdo do estado conformacional, indicando que a proteina nativa sofre influéncia

do dominio Flap mesmo sem a presenca de um ligante ligado ao seu sitio ativo.
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FIGURA 35 — Superficie eletrostatica, aplicado a Apo-proteina, a) no estado
semiaberto, e b) para o estado totalmente aberto do dominio Flap

Superficie Eletrostatica

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.
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A Tabela 2 apresenta a distancias médias de interacdo dos residuos da
proteina HMGR para o grupo quimico HMG do inibidor 1, inibidor 2, substrato e
atorvastatina, as interacbfes encontradas na cristalografias foram avaliadas no
primeiro momento, e no segundo momento a tabela apresenta as interacdes
adicionais encontradas por meio de clusterizagéo e investigadas durante a simulacéo
molecular para verificar a confirmagéo dessas interacoes.

Na Tabela 2 as intera¢cfes cataliticas que ocorrem com o inibidor 1 tém valores
elevados para uma ligacdo de Hidrogénio, mas isso ocorre por conta das modificacbes
conformacionais que acontecem neste complexo, a presenca de dois estados no
dominio Flap influéncia na estabilidade desses residuos, devido a instabilidade
provocada por esse loop os aminoacidos ao redor sofrem flutuagdes provocadas pelo
processo de atracao e repulsdo. Porém interacdes adicionais aparecem participando
do processo de ligacdo com esses inibidores e HMG-CoA, garantindo assim sua

permanéncia no sitio ativo da HMGR.
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TABELA 2 - Distancia média de ligacdo do grupo HMG dos inibidores e substrato
para o residuos de aminoacidos da proteina HMGR

Grupo Ligacéo de Hidrogénio em A
HMG Residuo Inibidor 1 Inibidor 2 Substrato  Atorvastatina
Residuos cataliticos*
o1 NZ Lys692 7,21 3,52 6,93 6,07
02 NZ Lys735 4,85 2,90 5,29 7,82
OG Ser684 5,55 3,27 4,79 6,96
03 NH1 Arg590 6,44 5,61 3,39 6,19
OD2 Asp690 6,53 3,86 3,62 5,53
ND2 Asn755 6,86 4,04 3,03 5,05
04 NZ Lys691 6,70 3,83 4,90 5,05
OE1 Glu559 6,94 6,09 5,28 11,62
Interac6es Adicionais®
SG Cys688 4.49
o1 N Asp690 3.42
O Ala751 4.65
O Asp690 3.47
02 N Asp690 4.37
NZ Lys735 3.49
(OK] OG Ser865 4.27
O His866 4.30
04 OD2 Asp645 3.50
o5 NZ Lys691 3.09
OG Ser565 2.72
09 NE Arg568 3.83
010 NE Arg568 4.67
012 NH2 Arg568 4.92
N1 O Lys864 3.13

* residuos cataliticos apontados pela literatura como os principais aminoacidos que interagem com 0s
inibidores segundo Sarver, 2008; Istvan, 2000; 2001; 2003.

SinteracGes adicionais identificadas na clusterizacéo de estruturas da DM.

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

Com excecdo da interacdo com Arg590 que apresenta valores acima de 5,0 A
e Glu599 com uma distancia média de 6,09 A, o inibidor 2 possui excelentes padrdes
de distancias para os residuos cataliticos, esses valores demonstram que ha uma alta
estabilidade na ligacdes entre esses residuos e o grupo HMG do inibidor 2, e a adicéo
de interacdes como a da cadeia principal Lys864 com o atomo de nitrogénio N1 do
inibidor 2 garante uma ligagao forte com o dominio Flap, e esse &€ um dos efeitos
encontrados para explicar a permanéncia do loop cobrindo o sitio ativo e garantindo

maior estabilidade para o sistema.
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O substrato HMG-CoA exerce interagdes bem fortes com muitos aminoacidos
cataliticos, como pode ser observado na Tabela 2, assim como para o inibidor 2 as
interacbes com Lys735 e Glu559 possuem altos valores para o grupo HMG,
acrescentando ainda a interagdo com a Lys692 que possui um valor médio de
distancia igual a 6,93 A, a disposicdo desses residuos foi mostrado na Figura 34,
dentre as interacdes adicionais, destaca-se a interagdo com atomo oxigénio OG da
Ser865 como o oxigénio O5 do HMG-CoA, presente no dominio Flap, essa interacédo
garante uma estabilidade no loop que permanece fechado durante toda simulacao,
cobrindo o substrato e o sitio ativo de ligagdo. Garantindo assim que a His866 interaja
diretamente com o substrato contribuindo o processo de catélise.

A Atorvastatina tem valores médios de interacdo com os residuos cataliticos
elevados, o que poderia demonstrar uma instabilidade para esse complexo, mas como
foi observado anteriormente o Flap encontra-se fechado para esse sistema, e a Figura
36 traz 0 modo das interacdes adicionais que a Atorvastatina exerce com os residuos
da HMGR, essas interacdes sdo responsaveis por tornar o complexo estavel durante
toda a simulacéo, a interacdo com a His866 faz com que o Flap permaneca fechado

durante toda a simulagéo.

FIGURA 36 — Atorvastatina ligado ao sitio ativo de ligagdo da proteina HMGR,
exercendo as interagdes adicionais

Fonte: dados extraidos desta pesquisa.
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A estabilidade do Flap para o complexo de Atorvastatina-HMGR ocorre por
meio da cadeia principal da a His866 com o atomo de oxigénio O3 do grupo HMG,
sendo o unico inibidor que interagiu com o Flap dessa forma. A estabilidade desse
sistema se refle na energia livre de ligacdo (dGbind) que é mostrado no grafico 5 que
apresenta as variacdes das energias ao longo dos 100 ns (10000 frames) de
simulagédo de DM, a dGbind varia em torno de -50 Kcal/mol, ndo sofrendo mudangas
drasticas ao longo do tempo. A energia Eletrostatica (dGelec) é a que sofre maior

variacdo durante a simulacdo, mas ainda se mantendo favoravel.

GRAFICO 5 - Energia Livre de Ligag&do (em Kcal/mol) ao longo do Tempo de DM (em
frames) para a Atorvastatina
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

O Gréfico 6 traz as energias ao longo do tempo de producdo de 100ns de DM
para o sistema do inibidor 1. A dGbind (linha amarela) demonstra instabilidade,
apresentando grandes variacfes durante a simulagéo, indicando um sistema instavel,
levando a valores positivos de energias em alguns pontos da DM, com essas energias
€ possivel observar a variagcdo das energias durante a simulacdo, sendo possivel

perceber os pontos energéticos mais criticos durante a simulacdo, a dGelect comeca
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a subir a partir dos 65ns de producéo, influenciando nas energias de solvatagao
(dGsolv) e energia polar (dGGB). A instabilidade desse inibidor provocado
principalmente pela grande movimentagao do Flap, faz com que esse sistema se torne

desfavoravel em muitos pontos conformacionais de simulacgéo.

GRAFICO 6 — Energia Livre de Ligag&o (em Kcal/mol) ao longo do Tempo de DM (em
frames) para o ligante 1
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

J& quando observamos as energias para o complexo do inibidor 2 e HMGR
percebemos que a estabilidade e permanéncia do dominio Flap faz com que
tenhamos um sistema altamente descrito energeticamente, como pode ser observado
no Grafico 7, onde temos alta estabilidade de todas as energias do sistema, com
dGbind proximos de -100 Kcal/mol, e a dGelec com valores abaixo de -200 Kcal/mol,
esse perfil energético demonstra que esse € o melhor inibidor dentre os demais
inibidores apresentados neste trabalho. Esses energias confirmam que o inibidor
capaz de induzir e manter o dominio Flap fechado garante um sistema

energeticamente favoravel, favorecendo a inibicdo da proteina HMGR.
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GRAFICO 7 - Energia Livre de Ligagéo (em Kcal/mol) ao longo do Tempo de DM (em
frames) para o ligante 2
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.

Por fim as energias para o complexo substrato-HMGR (Grafico 8), o modo de
ligacdo do substrato envolve muito mais residuos que os inibidores, porém esse
aspecto fisico-quimico ndo garante energias baixas e espontaneas. Podemos
observar que a dGbind possui variacdes altas chegando a ultrapassar zero Kcal/mol
e tornando a energia positiva em alguns pontos, e essa variagdo percorre toda a
simulagédo, 0 que nos mostra que mesmo com esses valores de energias altos a
ligacdo substrato-HMGR ainda demonstra-se favoravel, porém com rendimentos
abaixo comparados aos inibidores, 0 que ja € esperado, uma vez a afinidade dessas
estatinas por HMGR sao 10.000 vezes superiores em relagdo a HMG-CoA (ENDO,
1985; 2004), indicando que esses medicamentos séo potentes inibidores da producéao

de colesterol pelo figado.
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GRAFICO 8 - Energia Livre de Ligag&o (em Kcal/mol) ao longo do Tempo de DM (em
frames) para o substrato HMG-CoA
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Fonte: dados extraidos desta pesquisa.
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CONCLUSAO

Simulagbes de DM foram utilizadas para elucidar o mecanismo conformacional
que envolve o dominio Flap (residuos 861-866) da proteina HMGR. Embora as
conformacdes do Flap ndo tenham sido observadas diretamente pelo experimental,
esse comportamento dindmico é relatado somente para o substrato (TABERNERO, et
al., 1999; JAWAID, et al., 2010), nossos resultados apresentam que o movimento do
Flap depende da inducdo do ligante que se liga a proteina, provocando fechamento
ou abertura desse loop, e esses estados correspondem a modificagdo energética do
sitio ativo de ligacao, apontando que essa mudanca interferre no processo de ligacao
do ligante e contribui para o processo enzimatico de catalise e inibicéo.

Os estudos de dinamica associados com PCA possibilitaram a visualizacédo de
cada movimento principal da proteina e suas mudancas conformacionais ao longo do
tempo de DM, de inicio foram calculados 500 ns de producéo parar todos os sistemas
estudados, e foi feita uma extenséo da simulacdo da Apo-proteina e do substrato em
100 ns cada, totalizando 700 ns de DM somando as simulacdes de todos os sistemas.
Com a extensao da DM foi possivel observar que a proteina sem ligante passa de um
estado semiaberto para um estado totalmente aberto garantindo o aumento da
cavidade para receber o substrato, que uma vez ligado permanece induzindo o
fechamento do Flap até o final da extenséo de 200 ns, demonstrando que o substrato
se liga a cavidade do sitio ativo da HMGR e o Flap permanece no estado fechado,
pois a cavidade formada pelo estado totalmente aberto garantiu um total acoplamento
do HMG-CoA. As modificagdes estruturais da Apo proteina ao criar uma maior
cavidade para receber o substrato ttm um papel cinético, porque o Flap precisa se
fechar quando o substrato se liga e abrir para liberar o produto.

Nossos resultados sugerem que a His866 fornece contribuicdo para a energia
livre de ligagdo do complexo HMGR-inibidor 1 no estado fechado, e quando passa
para o estado aberto essa contribuicdo decai para -1,022 Kcal/mol, esse residuo é
apontado como importante para a conversdao do HMG-CoA em Mevalonato, sendo
apresentado como o principal residuo do Flap que modifica a contribuicdo energética
do sitio ativo também no processo de inibig&o.

Para o complexo do substrato HMG-CoA com HMGR a His866 se mostrou
altamente favoravel para o sistema, confirmando que esse residuo participa do

processo de catalise, demonstrando um papel estrutural, fornecendo novas interagfes
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para o substrato e estabilizando o complexo HMGR-subtrato. Para os complexos dos
inibidores, novas interacdes foram identificadas garantindo a estabilidade e
permanéncia dos derivados estatinicos no sitio ativo. As energias livres de ligacao
demonstraram que quando ha uma instabilidade no dominio Flap a energia ao longo
da simulacao de DM sofre grandes alteracdes, e quando temos um estado totalmente
fechado a energia do sistema se encontra favoravel. A energia livre de ligacdo dos
inibidores com a HMGR demonstra maior afinidade, em comparacdo a energia do
substrato HMG-CoA.

Os resultados sugerem uma 6tima inibicdo de HMGR para o inibidor que induz
o fechamento do Flap, envolvido com maiores interagcdes com os residuos cataliticos
e, consequentemente, a capacidade de inibir a producédo do Mevalonato, o precursor
do colesterol, além de contribuir para um novo projeto de desenvolvimento de
estatinas inibidoras da HMGR. Finalmente, a comparacdo dos movimentos da
proteina HMGR revelou que o dominio Flap esta presente no processo de ligacdo dos
inibidores e na catalise do substrato, revelando que o estado fechado € o mais
favoravel, com energias livres de ligacdo que demonstram espontaneidade do sistema
com a presenca do loop fechado, contribuindo diretamente com o ligante e interagindo
mais fortemente com o sitio ativo, induzindo o melhor ajuste para a inibicdo com a
mudanca conformacional tampando o sitio ativo e criando um ambiente
energeticamente favoravel para a inibigcdo, nos levando a uma melhor compreensao
das mudancas conformacionais da HMGR ap06s a ligacdo dos ligantes estatinicos e

substrato.
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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.

Clauber. H. S. da Costa,® Amanda. R. S. Oliveira,*>¢ Alberto M. dos Santos, 2
Jerénimo Lameira?

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, VVal863, 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.

Liver cholesterol biosynthesis is a complex route, requiring
20 enzymes to combine 30 carbons from acetyl-CoA

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 D2,

2 Laboratorio de Planejamento e Desenvolvimento de Farmacos, Instituto de Ciéncias
Exatas e Naturais, Universidade Federal do Para, CEP 66075-110 Belém, PA, Brazil.
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66075-110 Belém, PA, Brazil.

¢ Laboratério Amazdnico de Computagdo Cientifica , Universidade Federal do Par4, CEP
66075-110 Belém, PA, Brazil.
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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 2015 High
levels of LDL cholesterol are associated with the
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progression of arteriosclerosis, a cause of high levels of
mortality worldwide®. These diseases have remained the
leading causes of global death in the last 15 years. Studies
indicate that the main factors for the increased risk of
cardiovascular diseases are high age, hypertension,
hypercholesterolemia, smoking and diabetes®.

Thus, a decrease in the enzymatic activity of HMGR can
regulate the formation of mevalonic acid, the precursor of
cholesterol, and this catalytic process is the main target of a
class of drugs called statins, competitive inhibitors of HMG-
CoA reductase’. The affinity of these statins for HMGR is
greater than 10,000 fold over HMG-CoA, indicating that
these drugs are potent inhibitors of cholesterol production
by the liver. Statins are able to maintain tolerable levels of
LDL in the blood. Compoundine, simvastatin, fluvastatin,
cerivastatin, atorvastatin and rosuvastatin are the main
statins capable of maintaining tolerable levels of LDL in the
blood. They produce adverse effects such as:
gastrointestinal discomfort, migraine, cracking of the skin,
muscle pain, sexual dysfunction, drowsiness, nausea,
constipation and peripheral neuropathy®® In addition, the
most common effect associated with statins is myalgia,
which is manifested by muscle stiffness, muscle weakness,
fatigue and cramps. The cause of this side effect is thought
to be the inhibition of the HMGR enzyme in extrahepatic
tissues'?.

Due to the similarity of mevalonate with the &-lactone
structure of statins, these substances bind to the active site
of the HMGR enzyme, competing with HMG-CoA,
suppressing cholesterol production®8°, Statin binding
demonstrates that they are inhibitors competitive with the
HMG-CoA substrate, but not competitive with NADPH®?,
Inhibition occurs in the enzymatic pathway of HMGR, in
the production of mevalonate that after several reactions
will generate cholesterol, the HMG-CoA substrate has a
super important role in this pathway, where it is produced
from Acetyl-CoA, and in the protein HMGR or HMG-CoA
undergoes NADPH catalysis and produces mevalonate
(Figure 1)214,

° Acetyl-CoA Acetyl-CoA
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Figure 1: General reaction pathway of HMGR in the production of mevalonate

The native HMGR protein has the Flap domain containing
25-30 amino acids and is located at the catalytic end of the
C-terminal, contributes to the substrate-enzyme site and the

2 | J. Name., 2018, 00, 1-3

creation of a cap that covers the active site when the
substrate binds Protein, contributing to the entropy involved
in the substrate-enzyme binding process. It is estimated that
the structural mechanism of flap closure is directly related
to the action of the HMGR protein, since this domain
controls access to the active site of the enzyme. This
behavior is observed only for the substrate and is not
involved in the binding process of inhibitors of this
protein'®!4, Recently, we analyze the induction behavior of
a loop present in the active site of the MurA enzyme that
closes with the substrate binding increasing the energetic
efficiency of the catalytic system?®S. Thus, we performed in
this article, through molecular modeling techniques, studies
of Molecular Dynamics (MD) combined with Principal
Component Analysis (PCA), Free Binding Energy and
Residue Interaction Energy using the AMBER 1220
program package to investigate the mechanism of
conformational changes of the C-terminal Flap domain
(Residues His861, Leu862, Val863, Lys864, Ser865 and
His866) present in the PDB 1DQ9, with the free protein and
after binding of the HMG-CoA substrate in the HMGR
enzyme.

Methodology

Molecular Dynamics Simulation
In order to simulate the molecular dynamics in the

AMBER12%, The ionization state of ionizable residues was
evaluated from PROPKA3'". First the substrate was
subjected to the calculation of RESP charges!®!® using the
Gaussian03?° program with the Hartree-Fock method and
the set of bases 6-31G*?!, later extracted using the
antechamber module, implemented in the AMBER12
package'. The general force field of AMBER (GAFF)??
and force field ff09SB23 were used to describe the collection
of atoms of the system by Newtonian forces by the LEaP
tool?? in AMBER12'®. The complex was solvated with
octahedral TIP3P?* molecules of water, and the system was
neutralized with ClI- ions. To minimize the contacts and the
energy content of the system, we minimize the hydrogens,
water molecules and against ions, and finally we apply
minimization to the whole system. The system was heated
through 50 picoseconds (ps) of molecular dynamics in order
to increase its temperature to 300 K with position
restrictions at constant volume, applying the Shake
algorithm?®, Then, 10 nanoseconds (ns) of Dynamics were
performed with canonical ensemble, that is, with P (1atm),
T (300K) and N constants, in order to establish the balance
of the system. Finally, we performed the molecular
dynamics simulations for each system, a total of 300 ns of
simulation time generated and analyzed in this study.
Principal Component Analysis

Principal Component Analysis (PCA) was generated using
the Cpptraj implemented in AmberTools16%°. The PCA
method is described to identify collective motions in
proteins from Molecular Dynamics or Normal Mode
Simulations, to use as covariance of fluctuations atomic
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positions and through comparisons of covariance matrices
and cross correlation shows that relative motions have many
subjective characteristics in the different simulations of
MD27'28’29.

PCA is a technique that can be used to transform a series
of potentially coordinated observations into a set of
orthogonal vectors called principal components (PCs). That
are able to describe the behavior of Cartesian coordinates
contained in the dynamics of each fragment of the
protein®®3l, PCA finds “new variables” called principal
components (PC) which comprise PC1 (first principal
component), PC2 (second principal component), and PCn
(n principal component). Able to generate a plot that
displays the scores and gives general relationships about the
samples (similarities and differences) based on the
descriptors under consideration®2. For a system of N atoms,
the input data set for PCA, which was obtained by means of
a standard trajectory with the coordinates x and z of each
atom, can be a statistical data matrix and each column of the
matrix indicates Cartesian coordinate for a atom in each
simulation frame and can be separated in PC1, PC2 and
PC33,

In order to generate each PC from the DM, only Ca atoms
were considered, excluding the side chains to not consider
the displacement and the rotations of the structure, but
rather the fluctuation of the atoms to be stored in a
Covariance matrix (C) of coordinates calculated from time
series of 3D positional coordinates, so that the PCs represent
the modes of movement of the system, whose terms are
defined as (Equation 1)3334,

1
Cij =(q:q;) = EZ%:l af qf
where the sum goes over the K configurations stored during
an equilibrated MD simulation (Equation 2)

qf = \/HL (xlk - (xi)) Eg. 2

is the mass-weighted internal displacement of Cartesian
coordinate x¥ of the i th atom (i= 1,...,N; N = number of
atoms in the molecule) with mass mi, and the angular
brackets represent the average obtained from the k
configurations of the corresponding equilibrated MD
simulation. The diagonalization of the 3N x 3N covariance
matrix C that can be calculated by (Equation 3)

Eq. 1

A= 1LTCL Eq. 3
where a describes a diagonal matrix representing the
reactive contribution of each PCA and containing the
eigenvalues and L describes a matrix including the 3N
orthonormal eigenvectors. and diagonalization to generate a
reduced matrix with PC1, PC2 and PC3 for each DM
simulation frame.

With the DM simulations the trajectories were used for the PCA
calculations, the first step was to use the simulations of each system to
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collect the information of the X, Y and Z fluctuations of
each atom along the trajectory for the construction of the
matrix of Covariance (C) using Cpptraj implemented in
AmberTools 162°. In the second step diagonalization of the
matrix C is generated by generating eigenvectors, that is,
first, second and third principal components (PC1, PC2 and
PC3) and eigenvalues (ie "weight" of each PC) a column
with the frame number of the DM trajectory and the three
main components PC1, PC2 and PC3. The third step is to
plot the graph by correlating PC1 vs. PC2 by creating a
staining surface that control the numbers of blue (0 ns)
trajectories tending towards green (50 ns) leading to the end
of the DM in red (100 ns). The fourth step is the creation of
trajectory with the movements of each component through
the program PCAsuite - Molecular Modelling &
Bioinformatics Group®. It is possible to observe the
direction and amplitude of the movement and thus generate
images that demonstrate the initial, intermediate and final
structure that form the conformational movement of the
protein. This study aims to investigate the conformational
mechanism of the Flap domain due to the binding of the
substrate and statins to the HMGR protein, since this Loop
is close to the active site.

The molecular dynamics was used to elucidate the
conformational mechanism what is involved on the Flap
domain (residues 861-866) of the HMGR protein. Although
this flap conformation was not observed on the
experimental, this dynamic behavior is only related to the
substrate’®*4, Combine molecular dynamics studies with
PCA allows the visualization of each main movement of the
protein and its conformational changes along the time
during the MD simulation?-30:333436 t°s not only the three-
dimensional structure and the catalytic site of the protein
that is responsible for the action, the movement and
conformational changes are important to the comprehension
of the biochemical function. Since they are dynamic
structure, proteins often suffer changes in their
conformation after the bound of the ligand. Is widely
accepted that the flexible loop regions has an important
participation on the protein function®’.

It is estimated that the structural mechanism of Flap
closing is directly related to the action of the HMGR
protein, once this domain controls the access to the active
site. This behavior is observed only to the substrate and is
not involved in the process of inhibition of this protein?®4,
In this work, we combine technics of Molecular Modeling,
Molecular Dynamics (MD), Principal Component Analysis
(PCA), Binding Free Energy and residues interaction
energy using the AMBER 12 program16. To investigate the
mechanism of conformational changes of the Flap domain

J. Name., 2018, 00, 1-3 | 3
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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 2¢ (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.
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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 Ons; 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).

4| J. Name., 2018, 00, 1-3
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HMG-CoA Substrate

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.
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Figure 4: Interaction energy (Eint, in Kcal/mol) between the protein and the substrate

The PCA results demonstrate that the Atorvastatin has the
same behavior of the substrate, induces the Flap closure, as
is shown on the Figure 5, which show the PC1 movement,
where the Flap pass from the open state to close state (chain
C, initial structure in blue and final in red), PC2 and PC3
confirm the absence of a second conformational state of the
flap (Figure 6 and 7). The flap influence on the Atorvastatin
system proves that the close state of the loop is related to the
inhibition efficiency of the HMGR, once this state is related
with the stability of the ligand-receptor complex.

Figure 5: Protein movement in PC1 from the Atorvastatin system, for the C Chain we
have the initial structure in red and final structure in blue. To the D chain, the initial
structure is in pink and the final in orange. In green, the intermediate structure.
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PC2

¢

Figure 6: Protein movement in PC2 from the Atorvastatin system, for the C Chain we
have the initial structure in red and final structure in blue. To the D chain, the initial
structure is in pink and the final in orange. In cyan, the intermediate structure

Figure 7: Protein movement in PC3 from the Atorvastatin system, for the C Chain we
have the initial structure in red and final structure in blue. To the D chain, the initial
structure is in pink and the final in orange. In gray, the intermediate structure

This results suggest that the Atorvastatin is a High
efficiency inhibitor by imitate the substrate behavior,
revealing that the flap dominium is present on the inhibition
process and in the substrate catalysis. The calculated free
energy to the substrate HMG-CoA e Atorvastatin is shown
on the table 1, compared with the experimental AG, witch
demonstrate that the presence of the close flap contributes
directly with the affinity between the ligand and HMGR,
creating an environment with favorable energy both for the
catalysis and inhibition. HMGR has 10,000 times higher
affinity for statins than for HMG-CoA. In this work, we
demonstrate that the Atorvastatin has a more favorable
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energy with higher affinity, ensuring your higher inhibitory
potential.

Table 1: Free energy to the substrate HMG-CoA and Atovastatin comparad with the
experimental AG.

Journal Name

Compostos AGtesrico AGexperimental PL2
HMG-CoA -23,54118 -6,7
Atorvastatina -46,83234 -10,0
Apo
The PCA from the apo-protein (using 100 ns of molecular Protein

dynamics) shown many movements and high flexibility in
all domains and it is possible to observe movements on the
Flap in PC1 and PC2 (figure 8 and 9), indicating that the
flap has an intermediate state, because its instability causes
an oscillation between the open and close states. This Flap
is closed in some moments and opens in others, but not in
point to make a free cavity, with higher volume, to the
ligand binding.

PC1

Apo

Figure 8: Protein movement in PC1 from the Apo-protein system, for the C Chain we
have the initial structure in red and final structure in blue. To the D chain, the initial
structure is in pink and the final in orange. In gray, the intermediate structure. The
sticks for the vectors of PC1 are show in green and the arrows in red
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Figure 9: Protein movement in PC2 from the Apo-protein system, for the C Chain we
have the initial structure in red and final structure in blue. To the D chain, the initial
structure is in pink and the final in orange. In gray, the intermediate structure. The
sticks for the vectors of PC2 are show in green and the arrows in red

The figure 10 show the RMSD to the 200ns of MD to both
systems, apo-protein and with the substrate, to observe the
behavior of the flap. The protein without ligand passes from an
intermediate state to a full open state (blue) ensuring cavity
enlargement to receive the substrate, once is binding, they
induce the Flap to the close state until the end of the simulation
(green), this shows that the substrate binding to the active site
of HNGR leading the flat to the close state, because the cavity
formed by the open state guaranteed a full coupling of HMG-
CoA.

=== Flap Domain of Free Enzyme
== Flap Domain in the HMG-CoA Complex

0 2 4 60 80 w0 120 140 160 180 200
Time (ns)

Figure 10: RMSD graphic (in A) to the Flap (860-866) to the substrate HMG-CoA (green)
and to the Apo-protein (blue) during 200 ns of MD simulation.
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ciosed state

Figure 11: Conformational mechanism of the HMG protein for the Flap domain states.

The figure 11 show the conformational mechanism cycle of the
free protein HMGR and binding to the Inhibitor and substrate.
The apo-protein pass form an intermediate state to a full open
state and this structural changes in the free HMGR has a kinetic
role to create a larger cavity to receiver the substrate, because
the flap needed close when the substrate binding and opening
to release the product. The HMGR bounded with the ligand
closes in the presence of the substrate HMG-CoA and
Atorvastatin imitates the binding of the substrate guarantee a
better affinity and the permanence on the active site.

Conclusions
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