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RESUMO

A miostatina (MSTN) € uma proteina paracrina presente na musculatura estriada esquelética que atua como regulador negativo do
crescimento muscular, ou seja, elevadas concentracdes dessa proteina estdo associadas a atrofia muscular no individuo. No presente
trabalho foram avaliados 30 peptideos com potencial acdo contra a MSTN, de forma a determinar os principais fatores que contribuem
para estabilizagdo dessa interacdo, e com isso, construir um modelo de estrutura-atividade para o desenvolvimento de novos peptideos
terapéuticos com alvo na MSTN. Foram realizadas alteragdes no peptideo de referéncia, o qual consiste na regido ativa do inibidor
natural da MSTN, com objetivo de avaliar a influéncia dos aminoacidos hidrofébicos na estabiliza¢do da interagdo com o epitopo ativo

da MSTN. Observou-se que os residuos 110, 113, 117 ¢ L18 séo de crucial importancia na estabilizagdo do sistema.
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Introducao

A miostatina (MSTN) é uma miocina paracrina presente na
matriz extracelular da musculatura estriada esquelética, atuando
como um regulador negativo do crescimento muscular, onde altas
expressdes dessa proteina esta associado a atrofia muscular (1).
Em estudos recentes conduzidos pelo nosso grupo, foi avaliado o
processo molecular de ativagdo da MSTN humana com o objetivo
de determinar os residuos responsaveis por manter a MSTN
inativa (2). Dessa forma, foi possivel observar que peptideos
derivados do inibidor natural da MSTN, podem ser usados como
forma de bloquear a interacdo da proteina com seu receptor
celular (2) (Figura 1).

Figura 1. Comparacao do processo natural de interagdo da MSTN
com o receptor celular e o processo de inibigdo por peptideos.

O presente trabalho tem por objetivo avaliar o modo de
interacao de 30 peptideos relatados na literatura com agdo contra
a MSTN livre (3). Para isso foram realizadas simulagdes de
dindmica molecular (DM) com objetivo de determinar a
importancia de cada residuo individual para a afinidade global do
peptideo, e propor um modelo de estrutura-atividade para

peptideos inibidores da MSTN.

Experimental

a) Selegdo dos peptideos

Os peptideos de referéncia foram selecionados a partir do
trabalhado de Takayama e colaboradores (3), os quais foram
propostos utilizando a regido ativa do inibidor natural da MSTN.
A nomenclatura dos peptideos ¢ feita de acordo com o residuo o
qual foi substituido na referéncia, exemplo: L(18)F indica que o
residuo L18 foi substituido por F18. A sequéncia do peptideo de
referéncia ¢ WRQNTRYSRIEAIKIQILSKLRL.

b) Modelagem dos peptideos

Todas as estruturas foram modeladas com auxilio do software
Alpha Fold 3 e otimizadas por meio do protocolo de DM descrito no
topico (d) com objetivo de relaxar as estruturas e minimizar a energia
dos ligantes antes de realizar a docagem no receptor.

¢) Docking molecular

Todos os complexos peptideo — MSTN foram obtidos por meio
do processo de docking molecular com auxilio do software Autodock
Vina. O centro da caixa foi definido com objetivo de contemplar toda
regido do epitopo da MSTN (x =-23,233,y=-14,393,z=13,383) e
os calculos foram realizados com o protocolo padrio do software.

d) Dindmica molecular

Todos as simulagdes foram realizadas com o campo de forga
ff19SB e 0 modelo de solvente TIP3P seguindo o mesmo protocolo
descrito a seguir. (I) otimizacdo do solvente; (II) otimizagdo do
sistema completo; (IIT) aquecimento escalonado de 50 a 310 K por 3
ns (t = 2 fs), com as ligagdes entre os atomos da proteina restritas
com uma constante de forga de 10,0 kcal mol™! A%; (IV) equlibragdo
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da densidade a 310 K por 1,4 ns (t = 1 fs), enquanto a constante de
forca de restri¢ao do sistema foi gradualmente diminuida a zero e (V)
producdo final de 500 ns (1t = 2 fs) com o sistema em condigdes
fisiologicas.

Resultados e discussao

De acordo com os ligantes disponiveis na literatura, avaliou-se
a importancia dos residuos L, I e A presentes na regido ativa do
inibidor natural da MSTN. Esses residuos foram avaliados devido a
natureza hidrofébica do epitopo ativo do receptor, o qual forma um
complexo molecular com o inibidor natural por meio de forgas de
Van der Waals com os residuos em questdo. Dessa forma, os
melhores complexos obtidos com os calculos de docking molecular
foram submetidos a simulagdes de DM em vista de observar a
influéncia de cada residuo, em cada peptideo, na defini¢do do modo
de intera¢do com a MSTN.

A Figura 2 mostra uma decomposi¢do por residuo da energia
MM-GB/SA para os 30 peptideos avaliados, as cores deslocadas ao
verde indicam que o residuo contribuiu positivamente para a
estabilidade do vermelho  contribuiram
negativamente. Com isso observa-se que alguns residuos se

complexo e em

mantiveram, na maioria dos complexos, contribuindo positivamente
para a estabilizag@o dos complexos. Obtiveram destaque os residuos
113,117 e L18 que mesmo quando sofreram alteragdes por Leu e Ile,
respectivamente, ndo deixaram de fortemente interagir com a
MSTN. Sendo assim, pode-se inferir que os residuos mais apolares
auxiliam no ancoramento com o sitio, independente do tipo de
residuo em questao.
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Figura 2. Decomposi¢o por residuo da energia de interagdo dos
ligantes com a MSTN ativa. As cores variando do verde ao vermelho
indicam, respectivamente, que os residuos estabilizam ou
desestabilizam a interagdo ligante — receptor.

Além dos resultados obtidos por meio da avaliagdo energia de
interacdo por residuo, foram analisados também os contatos e as
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ligagdes de H formados com a MSTN ao longo das simulagdes. A
partir de uma analise conjunta desses resultados com a afinidade de
cada residuo nos diferentes complexos mostrados na Figura 1, foi
possivel construir um modelo geral de estrutura-atividade para
peptideos de tamanho similar com alvo na MSTN livre (Figura 3).
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Figura 3. Modelo geral de estrutura-atividade proposto para
peptideos pequenos com alvo no epitopo da MSTN ativa.

Como pode ser visto na Figura 3, os resultados
possibilitaram dividir o peptideo base em 3 subregides, na qual uma
esta diretamente exposta ao solvente, outra ao epitopo e um dominio
intercalador. Notou-se que os residuos na regido exposta ao solvente
ndo apresentam tendéncia de interagir fortemente com a MSTN,
sendo assim ¢ possivel substitui-los por residuos polares que
incrementem a interagdo com o solvente e estabilizem o complexo.
Em relag@o aos residuos direcionados ao epitopo, observou-se que
ndo ha diferenca significativa no tipo de residuo presente na regiao,
desde que ele tenha uma natureza apolar (Leu, Ile, Phe, etc). Por fim,
em relagdo a regido intercaladora, ndo foram observados efeitos
significativos que justifiquem um foco nessa regido, portanto
recomenda-se apenas que mantenha a estrutura em hélice, a qual
favorece a conformagdo adequada ao sitio.

Conclusoes

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que os
residuos nas posigdes 9, 10, 13, 14, 16, 17, 18 e 21 sdo de crucial
importancia para uma efetiva interagdo com o receptor. Com
excecdo dos residuos R9 e Ql6, os demais em destaque
apresentam natureza hidrofobica (Ile e Leu), ressaltando a
importancia dessas interagdes na afinidade do inibidor. Em
relacdo as substitui¢des, os ligantes L(21)I, 1(13)V e 1(10,13)L
apresentaram melhores resultados de inibicdo. Além disso os
resultados indicam que ¢é possivel realizar substituigdes com
residuos ndo candnicos de forma a aprimorar a interagdo com a
regido ativa da proteina.
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