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RESUMO

A proteina GDF-8, conhecida como miostatina (MSTN), ¢é reguladora negativa do crescimento muscular esquelético, estando sua alta
expressdo associada a atrofia muscular. Diante dos poucos estudos descritos na literatura, este trabalho propos a avaliagdo de potenciais
inibidores pela técnica de docking molecular, analisando suas interagdes e a estabilidade dos complexos formados com a MSTN em
suas diferentes formas, além da construcdo de modelos de farmacéforos para inibidores desta via. Os resultados mostraram que os sitios
da proteina em sua forma inativa apresentaram resultados menos favoraveis, os residuos predominantes foram Treonina, Prolina e

Valina, com destaque para interagdes apolares mais estaveis.
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Introducao

A miostatina (MSTN) ¢ um membro da familia do fator
de crescimento transformador (TGF-B) que atua de modo a
regular a massa muscular (1). Altos niveis da MSTN na corrente
sanguinea estdo associados a progressdo da atrofia muscular (2).
Assim, faz-se necessaria a avaliagdo de mecanismos de inibig¢do
da MSTN para o tratamento do crescimento muscular.

Em estudos recentes realizados pelo nosso grupo,
avaliou-se o mecanismo de ativa¢do associado a sinalizagdo
extracelular da MSTN (3). Com isso, observou-se um epitopo
ativo ndo relatado na literatura para esse sistema, que consiste na
etapa final da ativacdo, onde ocorre um rearranjo conformacional
de uma folha B para a-hélice para a liberagdo do epitopo ativo da
MSTN (Figura 1). Sendo assim, ¢ possivel propor inibidores
moleculares que atuem bloqueando a formagao da a-hélice e, com
isso, mantendo a proteina inativa.
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Figura 1. Destaque para o epitopo ativo principal da MSTN nas
conformagdes inativa, intermediaria e ativa.

Dessa forma, selecionaram-se 22 compostos derivados
de pirazois, pirazinas e anéis aromaticos fundidos os quais sdo

associados a regulacdo do crescimento muscular. Além disso,
usou-se a epicatequina como controle positivo para os calculos,
devido a comprovada agdo dessa molécula como inibidora da
MSTN (4) . Com isso, foram realizados dockings moleculares dos
ligantes nas trés formas da MSTN livre. Assim, selecionou-se
dois sitios para cada receptor, devido a estrutura dimérica da
proteina. Dessa forma, foi possivel analisar uma série de 23
ligantes e quais obtiveram melhor interacdo em cada sitio-
receptor.

Experimental
Modelagem das estruturas

Todas os ligantes foram otimizados em nivel semi-empirico
AM]1, utilizando o programa Gaussian 09.

Docking molecular

O receptor inativo foi obtido do PDB 5NTU (5), enquanto o
ativo foi obtido do PDB 3HH2. Para a estrutura do receptor
intermediario, utilizou-se os resultados das simulagdes de DM
obtidos na ref. (3). Foram realizadas simulagdes de docking
molecular no Autodock 4.2.6 com caixas clibicas com 60 A de aresta.
Os sitios foram centrados na regido dos epitopos ativos de cada
conformacdo da MSTN como estd destacado na Figura 1. Para a
MSTN inativa, x = -44,41, y = -23,856, z = 24,303; para a MSTN
intermediaria, x = -43,343, y = 25,595, z = 42,689, para a MSTN
ativa, x =-23,233, y = -14,393, z = 13,383. Todos os calculos foram
realizados com o protocolo padrdo do software.
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Resultados e Discussao

Com base nos dockings realizados, analisou-se as energias
de interagdo (AGyi) € as constantes de inibig¢do (K;) em comparagio
com o padrio epicatequina. Dentre os complexos analisados, o que
apresentou-se mais promissor em relagdo ao padrio foi o ligante A4
com a MSTN ativa, com AGy, equivalente a -8,24 kcal/mol. A
epicatequina, nesse mesmo sitio, apresentou um AGj, de -5,76
kcal/mol. Como pode ser visto na Figura 3, o arranjo mais aberto do
ligante A4 possibilitou uma interagdo com uma maior variedade de
residuos. Além disso, vale destacar que, devido & natureza apolar do
ligante A4, foi observado um elevado ntimero de intera¢des do tipo
T, 0 que auxiliou na estabilizagdo do arranjo do ligante no sitio.
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Figura 3. Perfil de interagdo do ligante A4 e da referéncia com a
MSTN ativa.

Em relacdo ao receptor da MSTN inativa, observou-se
resultados menos favoraveis em comparacdo aos demais. Nesse
sistema, apenas B6, B7, BS, B9, C4 e C7 apresentaram AGj;; mais
efetivo que a referéncia. Isso ja ndo aconteceu nos sitios dos
receptores intermediarios e ativos, uma vez que, em todos os casos,
0s compostos apresentam energias de interagdo mais favoraveis do
que a epicatequina. Dessa forma, pode-se inferir que os ligantes
avaliados ndo apresentam tendéncia de interagir com a MSTN em
sua conformagao inativa, indicando que eles ndo seriam efetivos para
o bloqueio da formacdo da a-hélice. No entanto, a formagao de
complexos estaveis com a forma ativa e intermediaria indica que ¢
possivel que esses ligantes formem um complexo ndo covalente
estavel com a MSTN e impeca interagdo com os receptores celulares.

De modo geral, os aminoacidos que mais interagiram nos
complexos estudados foram a Thr que se fez presente em 61
complexos (23 na MSTN ativa, 20 na intermediaria e 18 na ativa),
a Pro que se fez presente em 64 complexos (44 na MSTN ativa, e
20 na MSTN intermediaria) ¢ a Val que se fez presente em 65
complexos (43 na MSTN ativa, 22 na intermediaria).

Além disso, a polaridade mostrou-se relevante no poder
inibitorio dos diferentes ligantes, tendo por analise os complexos
com a MSTN intermediaria. Observa-se que dois aminoécidos,
Vall59 e Ser218, mostram-se presentes em quase todos os
complexos do sitio em questdo, exceto pelo B9 (AGy, =

-6,54 kcal/mol). Dessa forma, realizando a analise destes
complexos, observou-se epicatequina (AGig = -5,99 kcal/mol), C1

SBQ - MG

(pior resultado de interagdo no sitio, AGj;z = -6,4 kcal/mol), C4
(melhor resultado de interagdo, AGji, = -8,02 kcal/mol) e Al (mais
proximo da média de energia do sitio, AGiig = -7,3 kcal/mol).
Sendo assim, foi possivel concluir que complexos com interagdes
polares e apolares, como o caso do C4, apresentaram maior
potencial inibitério que complexos com apenas interacdes
apolares, como ¢ o caso do B9.
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Figura 4. Perfil de intera¢do do ligante B9 ¢ C4 com a MSTN
intermediaria.

Conclusoes

Dessa forma, verificou-se que os residuos que
tiveram interagcdo na maioria dos complexos foram Thr, Pro e Val,
com forgas de Van der Waals como interacdes predominantes.
Além disso, observou-se que os sitios que tiveram energias de
interagdo mais favoraveis que o padrdo foram ambos da MSTN
intermediaria e ativa, indicando a possibilidade dos ligantes
atuarem na inibicdo durante a etapa final do processo de ativacao
da MSTN. Em relacdo a estrutura inativa, os ligantes
apresentaram resultados pouco favoraveis indicando que essa
conformacdo ndo é um bom alvo para inibi¢do desses ligantes. Por
fim, futuramente, pretende-se realizar estudos de dindmica
molecular com os complexos mais estaveis a fim de verificar o
comportamento destes na inibi¢gdo da proteina em condi¢des

fisiologicas.
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