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RESUMO

Este trabalho consiste na constru¢do e modelagem das proteinas associadas
da via de sinalizagdo da miostatina humana (MSTN), um regulador negativo do
crescimento do sistema muscular esquelético. O objetivo central foi elucidar o
processo de ativagdo extracelular da MSTN e os seus modos de interagdo com
receptores celulares e o inibidor endogeno (folistatina) apos sua ativagéao, de forma a
axiliar o design de novos farmacos. A protocolo empregou simulagées de dinamica
molecular (software Amber24) com tempos de producédo de 500 ns, em réplicas. A
estabilidade e a afinidade dos complexos foram quantificadas pelo método MM-GBSA,
permitindo a identificacdo de residuos criticos (hot spots) e a comparacéo da energia
livre de interacao entre diferentes sistemas. Os resultados revelaram que a ativacao
da MSTN exige um rearranjo conformacional especifico na regido da "wrist hélice"
(residuos E314—A330), essencial para liberar 0 acesso ao sitio de ligagao do receptor.
Ademais, observou-se que durante a cascata de ativagcdo, a perda gradual dos
dominios arm e forearm desestabilizaram o percursor, facilitando a transi¢ao para a
forma ativa da proteina. Em relagdo aos receptores transmembrana, o estudo
demonstrou uma preferéncia termodinamica da MSTN pela AcvR2B em relacédo a
AcvR2A, com uma afinidade aproximadamente duas vezes superior € uma rede de
interagbes mais complexa (12 hot spots). Nos complexos da MSTN associada aos
receptores de activina do tipo Il e |, os sistemas formados com AcvR2B mostraram-se
cerca de 40 kcal mol' mais estaveis do que os complexos com a AcvR2A. Este
fendmeno aparente de "propagacgao de instabilidade" indica que a AcvR2B funciona
como um fator determinante para a integridade do complexo de sinalizagao final. Além
disso, a presencga da AcvR2B tende a homogeneizar a energia de ligagdo das ALKs,
sugerindo que a preferéncia entre os receptores na célula pode ser ditada por fatores
cinéticos e disponibilidade proteica. Quanto ao desenvolvimento de inibidores, a
regido do forearm sobressaiu como um molde promissor. A analise mostrou que a
sub-regido a1 (apolar) bloqueia o sitio de tipo |, enquanto a a2 (anfipatica) inibe o sitio
de tipo Il. Com isso foi possivel propor modelos farmacoféricos para o desenho de

pequenas moléculas capazes de mimetizar estas interagdes naturais.

Palavras-chave: Miostatina, Modelagem molecular, Dindmica molecular, Atrofia

muscular



ABSTRACT

This work consists of a modeling process of the proteins presents on the human
myostatin (MSTN) signaling pathway, a negative regulator of skeletal muscle system
growth. The project objective was to elucidate the extracellular activation process of
MSTN and its binding modes with cellular receptors and the endogenous inhibitor
(follistatin) after its activation, in view of assist the design of new drugs. The protocol
employed molecular dynamics simulations (Amber24 software) with production times
of 500 ns, in replicas. The stability and affinity of the complexes were quantified by the
MM-GBSA method, allowing the identification of critical residues (hot spots) and the
comparison of the free energy interaction between different systems. The results
revealed that MSTN activation requires a specific conformational rearrangement in the
"wrist helix" region (residues E314—-A330), essential to release access to the receptor-
binding site. Furthermore, it was observed that during the activation cascade, the
gradual loss of the arm and forearm domains destabilized the precursor, facilitating the
transition to the active form of the protein. Regarding transmembrane receptors, the
study demonstrated a thermodynamic preference of MSTN for AcvR2B over AcvR2A,
with an affinity approximately two times higher and a more robust network of
interactions (12 hot spots). In the complexes of MSTN associated with type Il and |
activin receptors, the systems formed with AcvR2B proved to be about 40 kcal mol’
more stable than the complexes with AcvR2A. This apparent phenomenon of
"instability propagation" indicates that AcvR2B functions as a determining factor for the
integrity of the final signaling complex. In addition, the presence of AcvR2B tends to
homogenize the binding energy of ALKs, suggesting that the preference between
receptors in the cell may be dictated by kinetic factors and protein availability.
Regarding the development of inhibitors, the forearm region stood out as a promising
template. The analysis showed that the a1 sub-region (nonpolar) blocks the type I site,
while a2 (amphipathic) inhibits the type Il site. With this, it was possible to propose
pharmacophoric models for the design of small molecules capable of mimicking these

natural interactions.

Keywords: Myostatin, Molecular modeling, Molecular dynamics, Muscle atrophy
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1 INTRODUGAO

O corpo humano é um organismo complexo, compreendido por diversos
orgaos, tecidos e sistemas, os quais, por meio de mecanismos bioquimicos, atuam de
forma conjunta na manutencgao da vida. Em relagcéo aos tecidos que o compde, ha o
epitelial, conjuntivo, nervoso e o muscular, cujas fungdes variam de acordo com o tipo
majoritario de células que estdo presentes na regido (Neumann; Neumann, 2021).
Quanto ao tecido muscular, ha uma subdivisdo em liso, cardiaco e esquelético, sendo
o principal fator de diferenciagcéo entre esses grupos estar associado a capacidade de
contragdo voluntaria e as caracteristicas/formato das células que o compdem.
Focando na musculatura esquelética, esse musculo constitui a maior parte da
musculatura do corpo humano, recobrindo todo o esqueleto e apresentando conexdes
com os tenddes, os quais auxiliam na sua contragao e estiramento (Frontera; Ochala,
2015).

1.1 A superfamilia das proteinas do grupo do fator de crescimento

transformador beta

Em relagdo ao funcionamento bioquimico do tecido muscular esquelético, ha
diversas cascatas metabdlicas de proteinas as quais estdo associadas aos
fendmenos de contragdo, estiramento, crescimento e morte celular (Gelfi; Vasso;
Cerretelli, 2011; Zumbaugh et al., 2022). Dentre as principais proteinas relacionadas
ao tecido muscular esquelético, pode-se dividi-las em dois grupos de acordo com as
suas principais fungdes: as proteinas associadas a fendmenos mecanicos e
fisiologicos e as proteinas associadas ao crescimento celular. Quanto ao primeiro
grupo, um exemplo € a titina, um importante regulador na contragdo da musculatura
estriada, e esta associada a geragao de forga durante exercicios fisicos (Monroy et
al., 2012). Com respeito ao segundo grupo, ha as proteinas pertencentes a
superfamilia do fator de transformacdo do crescimento beta (transforming growth
factor beta — TGF-B), as quais atuam como mediadoras e reguladoras no
desenvolvimento celular, no reparo de tecidos e em respostas imunes (Moustakas;
Heldin, 2009; Tzavlaki; Moustakas, 2020).
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Em relagédo a familia das TGF-B, esse grupo compreende diversas proteinas
que atuam como reguladoras negativas do crescimento do tecido muscular, tais como
as activinas (Wang; Fischer; Hyvonen, 2016), as proteinas morfogenéticas 0sseas
(bone morphogenetic protein — BMP) (Ducy; Karsenty, 2000) e os fatores de
crescimento e diferenciagcao (growth and differentiation factors - GDFs) (Tzavlaki;
Moustakas, 2020). As proteinas pertencentes a essa superfamilia, apresentam
diversas caracteristicas similares, desde o formato comum em dimero a interagdo com

receptores serina/treonina quinase transmembrana.

1.2 As proteinas do grupo fator de crescimento e diferenciagao (GDF)

Destacando as proteinas pertencentes a familia das GDFs, essas proteinas
estao associadas a diferentes cascatas de sinalizacio celular e ao desenvolvimento
de diversos 6rgaos. Atualmente, tem-se conhecidas 10 membros dessa familia
(Quadro 1) que atuam auxiliando no crescimento celular de diversos tecidos. De forma
geral, as GDFs constituem um amplo grupo de proteinas sinalizadoras extracelulares
que regulam processos fundamentais do desenvolvimento do organismo, desde a
homeostase celular a resposta de estimulos fisiolégicos e/ou patolégicos. Essas
moléculas apresentam alta afinidade por receptores especificos de membrana,
principalmente receptores serina/treonina-quinase, e atuam de forma autécrina ou
paracrina (Tzavlaki; Moustakas, 2020). O modo de agao das proteinas presentes
nessa familia envolve um processo de ativagéo extracelular seguida da interagdo com
o receptor, indugao de dimerizagao do mesmo de forma a ativar diversas cascatas de
sinalizacao intracelular, como a via SMAD, resultando na modulacdo da expresséao
génica (Huse et al., 2001; Tzavlaki; Moustakas, 2020). Quanto a agado no organismo,
as GDFs controlam a proliferagcéo, sobrevivéncia, migragédo e especializagédo celular
de diversos tecidos, sendo essenciais para o bom funcionamento de processos

biolégicos ao longo de todo o organismo.
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Quadro 1 — Fatores de crescimento e diferenciagdo conhecidos.

Proteina

Fungao no organismo

Referéncias

GDF-1

GDF-2 (BMP-9)

GDF-3

GDF-5

GDF-6 (BMP-13)

GDF-8 (Miostatina)

GDF-9

GDF-10 (BMP-3b)

GDF-11 (BMP-11)

GDF-15

Associada a plasticidade tumoral

Controla a presséo arterial

Homeostase do tecido adiposo e

osseo

Crescimento e diferenciacado dos

condrocitos

Atua na comunicagao entre os

olhos e o cérebro

Regula o desenvolvimento e a
atrofia muscular

Auxilia na fertilidade feminina

Regula diferenciagao celular e

morfogénese esquelética
Desenvolvimento celular;
“‘Reguladora do envelhecimento”

Regula o metabolismo no
controle de processos

inflamatorios

(Cheng et al., 2021;
Rochette et al., 2021)

(Grynblat et al., 2024;
Wooderchak-Donahue
et al., 2013)

(Levine; Brivanlou,
2006a, 2006b)

(Francis-West et al.,
1999)

(Asai-Coakwell et al.,
2007; Hanel; Hensey,
2006)

(Bonnieu et al., 2007)

(Hreinsson et al.,
2002; Juengel et al.,
2004)

(Cunningham et al.,
1995)

(Ozek et al., 2018)

(Li et al., 2024;
Rochette et al., 2021)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: A tabela apresenta todos os membros conhecidos até o momento para a familia das
GDFs e as suas principais fungdes no organismo humano.
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Ao analisar o Quadro 1 com os membros pertencentes ao grupo dos fatores de
crescimento, é possivel notar que as proteinas dessa familia atuam em multiplos
orgaos sendo responsaveis pela manutencdo da vida e quando desreguladas estéo
relacionadas ao surgimento de doengas. Focando no desenvolvimento muscular,
dentre os diversos membros dessa familia, a proteina GDF-11 (Ma et al., 2021) e a
GDF-8 (Bonnieu; Carnac; Vernus, 2007; Han et al., 2013) sao relacionadas
diretamente com o crescimento dos musculos e dos 0ssos, por meio da desativagao
de cascatas de sinalizacdo responsaveis pela indugdo da producdo das fibras
musculares, e consequentemente promovendo a atrofia muscular (Han et al., 2013).
Focando na GDF-8, essa proteina vem se destacando como um promissor alvo de
tratamento de doencgas associadas a perda de forca e da musculatura esquelética,
bem como uma via adicional ao tratamento de doengas metabdlicas como a diabetes
mellitus (Allen; Hittel; McPherron, 2011; Nunan et al., 2025; Sharma; Patil, 2024;
Wetzlich; Nyakundi; Yang, 2025).

1.3 O fator de crescimento e diferenciagdao 8 — Miostatina

A GDF-8, também conhecida como miostatina (MSTN), € uma proteina
paracrina secretada pelos miocitos e esta presente na matriz extracelular ao longo de
todo o tecido muscular esquelético, atuando como um regulador negativo do
crescimento do musculo (Elkina et al., 2011). A MSTN foi descoberta em 1997 por
Mcpherron e Lee (McPherron; Lee, 1997), e apresenta um sequenciamento bem
conhecido e conservado, ou seja, 0 gene responsavel pela produgao dessa proteina
apresentou poucas mutag¢des ao longo do tempo, o que estd associado com uma
baixa variacdo nos peptideos que constituem a proteina dentre as diversas espécies
que a produzem em seu organismo. Ao longo dos anos, diversos estudos foram
produzidos visando o desenvolvimento de moléculas que possam atuar na rota de
ativagao/transdugdo da MSTN de forma a inibi-la e consequentemente auxiliar desde
tratamentos de doencgas associadas a atrofia muscular (Hoogaars; Jaspers, 2018), ao
desenvolvimento tecnoldgico com viagens espaciais (Hanson et al., 2023; Smith et al.,
2020), ao avancgo social com teste de dopagem em atletas (Walpurgis et al., 2023) e
também no desenvolvimento econdmico com o crescimento muscular de gado de

corte (Oliveira et al., 2023) por meio da regeneragdo muscular.
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1.3.1 Estrutura e fungoes

Nesse contexto, faz-se necessario discutir o que se tem relatado sobre a rota
de sinalizagdo da miostatina humana (Walker et al., 2016) e quais sdo os pontos em
que ha escassez de conhecimento. Inicialmente a MSTN é produzida e secretada para
0 meio extracelular em uma forma inativa, um percursor conhecido como
promiostatina, a qual é clivado pela protease Furina (Chen et al., 2021) na ligagao
peptidica entre os residuos R98/D99 formando uma estrutura latente, e
posteriormente esse complexo € clivado pelas metaloproteinases de matriz (BPM-
1/TLD) (Hopkins; Keles; Greenspan, 2007) na ligagdo peptidica entre os residuos
R266/D267, o que inicia a cascata de ativacdo e culmina na liberacdo da miostatina
ativa (Figura 1). Apos ser liberada em sua forma ativa, a miostatina pode seguir dois
caminhos: (I) Inibicao enddégena via folistatina: A MSTN forma um complexo
molecular com seu inibidor enddgeno, folistatina (FST) (Phillips; De Kretser, 1998), na
proporgcao 2:1 (FST:MSTN), o qual bloqueia os epitopos da MSTN e a impede de
interagir com os receptores localizados no sarcolema, dessa forma bloqueando a
transducéo do sinal a fibra muscular (Amthor et al., 2004; Cash et al., 2009; Keutmann;
Schneyer; Sidis, 2004); (1) Transdugao do sinal via receptores transmembrana: A
MSTN pode interagir com os dominios extracelulares das proteinas Activin receptor-
like kinase 4 ou 5 (ALK4/5 — receptores tipo |) (Chen et al., 2022; Mansour et al., 2024)
e Activin receptor type 2A ou 2B (AcvR2A/2B — receptores tipo Il) (Morvan et al., 2017;
Thompson; Woodruff; Jardetzky, 2003), na proporg¢ao 2:2:1 (tipo I:tipo II:MSTN) (De
Winter et al.,, 1996). Apos a interagdo com os receptores se inicia uma série de
interagdes entre proteinas no meio intracelular que culminam em uma cascata de
sinalizagao intracelular até o nudcleo, e assim induz a reducdo do crescimento
muscular, gerando atrofia muscular no individuo em casos de superexpressao da via
(Pirruccello-Straub et al., 2018).
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Figura 1 — Representagao geral do processo de ativagao da miostatina humana

protodominio
_lw) ﬂ_) miostatina
protodominio TLD ativa
pro-miostatina complexo latente
AcvR2AouAcvR2B
folistatina e miostatina ativa ALK4 ou ALKS

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Nota: A promiostatina esta representada com uma ligagao covalente entre o prodominio e a
miostatina, enquanto o complexo latente apresenta apenas interacdes nao covalente entre
esses dominios. A inibicao é representada pela formagao do complexo entre a miostatina
livre (vermelho) e a folistatina (azul), e a transducao é representada pela interacdo da
miostatina livre com os receptores celulares transmembrana ALK4 e AcvR2B (roxo).

Analisando o mecanismo geral descriminado na Figura 1, a primeira proteina
envolvida no processo de ativagdo da miostatina humana € o percursor conhecido
como promiostatina (Anderson; Goldberg; Whitman, 2008), conforme ilustrado na
Figura 2a. A sequéncia primaria da promiostatina € segmentada em trés dominios
distintos (forearm — verde, arm — laranja e MSTN — azul), com cada um
desempenhando fungbes especificas na proteina. Os dominios s&o subdivididos em
regibes menores que desempenham papéis fundamentais nas interagcbes
responsaveis por manter a miostatina inativa e ao fim da cascata compor a sua forma
final e ativa. Com relacdo a composicado, a promiostatina pode ser dividida em trés
regides principais (Cotton et al., 2018): (1) forearm (Figuras 2b,d — verde), que interage
diretamente inibindo o segmento que dara origem a estrutura ativa da miostatina
(Jiang et al., 2004); (Il) arm (Figuras 2b,e — laranja), cuja principal fungéo € garantir
que o percursor mantenha uma conformacéao aberta, conhecida como formato de "V";
() MSTN (Figuras 2b,f — azul), representa a regido do percursor que ira compor a
miostatina apds o fim do processo de ativagao. As regides do forearm e do arm, em
conjunto, compéem o prodominio, cuja fungao é bloquear a interagdo da MSTN com
seus receptores, consequentemente mantendo-a inativa (Jiang et al., 2004). Além

disso, a proteina é constituida por duas cadeias (A em preto e B em vermelho,
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conforme Figura 2c), conectadas por uma ponte dissulfeto entre os residuos de
cisteina C339A e C339B na regiao percursora da MSTN.

Figura 2 — Representagcédo da sequéncia primaria e das regides constituintes da

promiostatina humana.

1 11 21 31 41 51 61 71
MQKLQLCVYI YLFMLIVAGP VDLNENSEQK ENVEKEGLCN ACTWRQNTKS SRIEAIKIQI LSKLRLETAP NISKDVIRQL
[ sinal 4 k al + lasso latente —
81 91 101 111 121 131 141 151
LPKAPPLREL, IDQYDVQRDD SSDGSLEDDD YHATTE 3
—_—t a2 — —p1 — —_— p2 —
161 171 181 191 201 211 221 231
R | — i .;'34'__. —ps— —_— —— —p6—

241 251 261 271 281 291 30 in

I VIDT PKRSRRDFGL DCDEHSTESR CCRYPLTVDF EAFGWDWIIA PKRYKANYCS GECEFVFLQK
+— fastener ———4—p7— F————— Inferior finger ———— =pre-helix—
321 331 341 351 361 37
YPHTHLVHQA NPRGSAGPCC TPTKMSPINM LYFNGKEQII YGKIPAMVVD RCGCS (a)
—4=wrist helix—yj e SUPETIOT fINZET e

mirror

Fonte: Elaborado pelo Autor (2025).

Nota: (a) Sequéncia primaria da promiostatina, com os residuos correspondentes a cada
dominio destacados: forearm (verde), arm (laranja) e MSTN (azul). As regides do forearm e
do arm formam, em conjunto, o prodominio, enquanto a regiao da MSTN constitui a
miostatina ativa. (b) Representacao estrutural da promiostatina, a partir do aminoacido C42,
em sua conformacdo em V. As regides principais estdo destacadas: forearm (verde), arm
(laranja) e MSTN (azul). (c) Estrutura homodimérica da promiostatina, composta por duas
cadeias entrelagadas (cadeia A e B). (d) Ampliacao da regiao do forearm, com énfase em
suas sub-regides: a1 (C42 — L66), lasso latente (L67 — A84) e a2 (P85 — Y94). (e) Ampliagao
da regido do arm, destacando suas sub-regides: 1 (T117 — M121), B2 (N149 — L160), B3
(T167 — 1177), B4 (Y186 — M196), 35 (1202 — D207), o’ (K209 — K217), B6 (G224 — L230),
fastener (F241 — P251) e B7 (F252 — K256). (f) Ampliagdo do dominio MSTN, com énfase
nas sub-reqgides: inferior finger (P285 — N307), pré-hélice (E314 — Y321), wrist helice (P322
— A330) e superior finger (M345 — D370).

As Figuras 2d-f apresentam a subestrutura isolada de cada uma das trés
regides da promiostatina (Cotton et al., 2018). Em relagédo ao forearm (Figura 2d), a
regido € constituida por 57 aminoacidos, com trés subdominios: a1, que bloqueia o
sitio de interagdo da MSTN com o dominio extracelular do receptor transmembrana

ALK4/5 (sitio tipo 1); o lasso latente, que conecta as regides al e a2; e a regidao a2,
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que bloqueia o sitio de interagdo da MSTN com o dominio extracelular do receptor
AcvR2A/2B (sitio tipo II). Quanto a regido do arm (Figura 2e), séo observados 140
aminoacidos, os quais adotam uma conformagao globular com nove sub-regides: 31,
interage com a regido a2 do forearm e com o superior finger da MSTN; B2 — 36 e o'
fornecem um suporte estrutural; o fastener interage com o lasso latente no forearm; e
0 B7 que forma uma extensa rede de contatos com o 31 de forma a manter essa regiao
em uma conformagédo adequada para interagir com o superior finger. Por fim, o
dominio da MSTN (Figura 2f) é composto por 109 residuos, com quatro subregides: o
inferior finger, que corresponde ao provavel sitio do tipo I; a regidao pré-hélice/wrist
hélice, que sofre uma transicao de folha 3 para a hélice durante a ativacao, permitindo
que a proteina adquira sua forma ativa; e o superior finger, o qual € associado como
o provavel sitio de interacao do tipo Il. Para mais detalhes sobre os sitios de ligagéo
do tipo | e Il da MSTN, consulte o apéndice A. Além disso, é importante ressaltar que
a estrutura da promiostatina € um dimero simétrico, deforma que todos os dominios

supracitados estao presentes em ambas as cadeias da proteina.

1.3.2 Inibidores endégenos

Apos a liberacdo da MSTN ativa no meio extracelular, a proteina pode ser
inibida por diversos receptores endégenos que atuam bloqueando a interagdo com os
receptores transmembranas e consequentemente a propagacdo do sinal. Dentre
esses receptores tem-se conhecido a folistatina (FST), Folistatina tipo 3 (FSLT3), fator
de crescimento e diferenciagao associado a proteina sérica -1 e -2 (respectivamente,
GASP-1 e GASP-2), a decorina, dentre outros (Amthor et al., 2004; Keutmann;
Schneyer; Sidis, 2004; Phillips; De Kretser, 1998). Os inibidores endégenos das MSTN
atuam de forma similar, na qual as proteinas complexam com a MSTN livre de forma
a impedir com que haja interagdo com o receptor transmembrana, ou seja, 0s
inibidores enddgenos séo proteinas que competem na interagdo com os receptores
AcvR2A/2B e ALK4/5.

Dentre os inibidores endégenos a FST é a proteina principal associada ao
bloqueio da transducdo da MSTN. Tendo isso em vista, focando na FST, sabe-se que

essa proteina apresenta diversas fungdes no organismo sendo uma das mais
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observadas a acédo de antagonizar os membros da superfamilia TGF-f3, dentre elas a
miostatina (Amthor et al., 2004). Em humanos a folistatina apresenta duas isoformas
principais com 315 (FST315) e 288 (FST288) residuos, sendo a principal diferenga
entre essas isoformas, a auséncia da regidao C-terminal acida na isoforma FST288, o
que aumenta a afinidade da isoforma FST288 pela heparina (Phillips; De Kretser,
1998). Diversos estudos relatam que a FST288 apresenta maior afinidade pela MSTN
do que a outra isoforma (Amthor et al., 2004; Cash et al., 2009; Lerch et al., 2007;
Phillips; De Kretser, 1998), sendo assim, no presente trabalho sera abordado apenas
a interagao da isoforma FST288 com a MSTN. Quanto a estrutura da FST288, a partir
de agora referenciada apenas como FST, a proteina é dividida em quatro regides
principais, sendo elas o dominio N-terminal (N-terminal domain — ND) e trés dominios
folistatina (follistatin domain — FSD1/2/3) (Figura 3). Além disso, a FST é rica em
pontes dissulfeto, totalizando 18 ligagdes dissulfeto, sendo cinco em cada dominio
FSD e trés no dominio ND, as quais atuam mantendo o arranjo terciario da FST

adequado para complexar com a MSTN e bloquear os seus sitios ativos.

Em relagdo a formagdo do complexo MSTN — FST, sabe-se que a MSTN
interage para formar um complexo com duas moléculas da FST, de forma que ha um
bloqueio completo dos epitopos ativos da MSTN e um bloqueio da interagdo com os
receptores transmembrana (Cash et al., 2009). O modo de inibicdo da folistatina, se
baseia no bloqueio estérico do sitio tipo | e Il da MSTN pelos dominios ND e FSD2,
respectivamente (Keutmann; Schneyer; Sidis, 2004) da FST. Cada dominio do inibidor
atua formando uma rede de contatos com a MSTN de forma a estabilizar o complexo
e impedir que interaja com os receptores de activina na membrana celular. Sendo
assim, a interagdo com esse inibidor endégeno pode ser usada como uma referéncia
para o modo natural em que a MSTN ¢ inibida e com isso auxiliar no desenvolvimento
de drogas que mimetizem essas interacdes de forma a bloquear a interagdo com os

receptores.
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Figura 3 — Representacédo da sequéncia primaria e da estrutura da FST288 humana.
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MVRARHQPGG LCLLLLLLCQ FMEDRSAQAG NCWLRQAKNG RCQVLYKTEL SKEECCSTGR LSTSWTEEDV
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NDNTLFKWMI FNGGAPNCIP CKETCENVDC GPGKKCRMNK KNKPRCVCAP DCSNITWKGP VCGLDGKTYR
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NECALLKARC KEQPELEVQY OQGRCKKTCRD VFCPGSSTCV VDQTNNAYCV TCNRICPEPA SSEQYLCGND
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GVTYSSACHL. RKATCLLGRS IGLAYEGKCI KAKSCEDIQC TGGKKCLWDF KVGRGRCSLC DELCPDSKSD

290 300 310 317
EPVCASDNAT YASECAMKEA ACSSGVLLEV KHSGSCN

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: Sequéncia primaria e estrutura da folistatina humana construida a partir do PDB 3HH2
— cadeia C. Em amarelo esta destacado o dominio N-terminal (ND), em azul o dominio
folistatina 1 (FSD1), em verde o dominio folistatina 2 (FSD2), em roxo o dominio folistatina 3
(FSD3).

1.3.3 Transducgao e propagacgao do sinal

Como foi discutido anteriormente, apds a perda da interacdo com a regiao N-
terminal (prodominio) e a liberagdo da MSTN ativa, espera-se que ocorra a transdugao
do sinal para a célula muscular. Ou seja, a miostatina deve interagir com os dominios
extracelulares dos receptores transmembrana para iniciar uma cascata de reacdes e
interagdes intracelulares de forma a progredir em uma interagdo com o DNA e assim
induzir a redugao da producao de fibras musculares (Baig et al., 2022; Bonnieu;
Carnac; Vernus, 2007; Elkina et al., 2011; Han et al., 2013; Lee et al., 2012). Focando
na interacdo da MSTN com seus receptores, até o presente momento tem-se

conhecimento que os principais receptores que interagem com a MSTN para propagar
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esses sinais sdo o AcvR2B e o ALK4/5, no entanto a interacdo pode ocorrer, com
menor afinidade, com a AcvR2A ao invés da AcvR2B (Morvan et al., 2017). Como foi
mencionado anteriormente a interacdo com o 0s receptores ocorrem na proporgao
1:2:2 (MSTN:AcvR2B:ALK4/5), de forma que a MSTN interage com os dominios
extracelulares dos receptores de activina formando um complexo nao covalente
estavel. A partir da formagdo desse complexo, os dominios intracelulares se
rearranjam em um posicionamento adequado para interagirem e assim propagar o
sinal no meio intracelular, via mecanismo de sinalizacdo SMAD, FOXO, dentre outros
(Lee et al., 2012).

Em relacdo a estrutura e composigcao dos receptores de activina que interagem
com a miostatina para transduzir o sinal para o meio intracelular, sdo observadas
caracteristicas similares entre essas proteinas. Todos os receptores apresentam um
dominio extracelular concavo, o qual apresenta 3 — 5 folhas beta que auxiliam na
interacdo com os sitios da MSTN (Figura 4), um dominio a-hélice transmembrana e
um dominio quinase intracelular. De forma mais especifica a proteina AcvR2A/2B
interage com o sitio convexo da MSTN (sitio tipo Il) e a ALK4/5 interage com o sitio
concavo da MSTN (sitio tipo ) (ver Figura 2 para mais detalhes). Dessa forma, tendo
em vista que a interagdo da miostatina ocorre somente com os dominios
extracelulares dos receptores, a Figura 4 mostra a sequéncia primaria e a terciaria dos
dominios extracelulares das proteinas AcvR2A, AcvR2B, ALK4 e ALKS5.

Ao comparar a sequéncia primaria e as estruturas terciarias dos receptores de
activina, nota-se uma alta similaridade entre as proteinas do tipo | (ALK4 e ALKS5) e
entre as proteinas do tipo Il (AcvR2A e AcvR2B). Além disso, nota-se que todos os
possiveis receptores possuem 5 ligagdes dissulfeto entre as fitas para estabilizar a
sua estrutura terciaria (Figura 4). Dessa forma, espera-se que a interagcdo desses
receptores com a MSTN seja similar, com excec¢ao para interacado da AcvR2A com a
MSTN.
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Figura 4 — Representagao da sequéncia primaria e da estrutura terciaria para as
proteinas AcvR2A, AcvR2B, ALK4 e ALKS.

(a) ALK5 (b) ALK4
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\

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: Estrutura dos dominios extracelulares das proteinas ALKS5 (a), ALK4 (b), AcvR2A (c),
AcvR2B (d). As sequéncias primarias de cada proteina estao coloridas de acordo com a
estrutura terciaria de cada proteina. Os residuos M1 —T32, M1 — G23, M1 —G19e M1 —
G18 sao referentes aos peptideos sinais das proteinas ALK5, ALK4, AcvR2A e AcvR2B,
respectivamente. Os demais residuos em preto em cada cadeia sao referentes a regido de
coil flexivel antes de iniciar a hélice transmembrana.

Quanto ao processo de interagdo da MSTN com os receptores, a Figura 5

apresenta o mecanismo mais aceito para a transdug¢ao do sinal da via de sinalizagao
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da MSTN humana (Elkina et al., 2011). Inicialmente a miostatina se aproxima do
dominio extracelular de um receptor de activina tipo |, mais comumente a AcvR2B, o
qual interage com sitio tipo Il da MSTN (Figura 2f) e, devido a simetria da MSTN, essa
interagdo também ocorre no sitio tipo Il da outra cadeia, o qual interage com outra
AcvR2B, formando o complexo MSTN — AcvR2B2. Apds a formagao desse complexo,
ocorre a interagdo com outro receptor de activina, agora do tipo I, comumente ALK4
ou ALKS5, que interage com o sitio tipo | da miostatina (Figura 2f) e, similarmente a
AcvR2B, ocorre a interagdo com outra molécula dessa proteina, formando por fim o
complexo molecular MSTN — AcvR2B2 — ALK4/52. A formagdo desse complexo
molecular estabiliza as proteinas AcvR2B e ALK4/5 préximas umas das outras de
forma que os seus dominios intracelulares possam interagir e a sinalizagéo celular da
via de acdo da MSTN inicie-se. Com isso, vale destacar que a interacao da MSTN
com as proteinas transmembranas ocorre somente com os dominios extracelulares,
de forma que nado é esperado que a regido transmembrana e intracelular dos

receptores afete a estabilidade da interacdo com a miostatina.

Figura 5 — Mecanismo de transdugao do sinal da via de sinalizagéo da Miostatina

humana.

Mecanismo de acao
Extracelular MSTN + AcvR2B — MSTN - AcvR2B

MSTN --- AcvR2B + AcvR2B — MSTN --- (AcvR2B),
MSTN -+ (AcvR2B), + AcvR1B — MSTN --- (AcvR2B), --- AcvR1B
MSTN --- (AcvR2B); - AcvR1B + AcvR1B — MSTN --- (AcvR2B), - (AcvR1B),

T A oA AT AL AT A TR ATty ettt
L AARARRALAASL(RARFREL AERAED LAAFUR (RAASRCLAARERALRAAAEAFRAREARCRARARLRAARUL RALIAC(RAACR AERALR RARIACKERELAOR LARAASE AR ARALARELCRARALLR AR SLAAIRAA (LARARR (ARAR RAAMAL LR LG

Intracelular AcvR2B + ATP — ATP --- AcvR2B
ATP -+ AcvR2B + AcvR1B — ATP --- AcvR2B :-- AcvR1B
ATP --- AcvR2B --- AcvR1B — ADP --- AcvR2B + AcvR1B — P
AcvR1B — P + ATP + Mg®* - AcvR1B — P --- ATP --- Mg**
AcvR1B — P--- ATP ---Mg** + SMAD2/3 - AcvR1B — P --- ADP ---Mg** + SMAD2/3 — P

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: Mecanismo geral para o processo de transdugéo do sinal da MSTN. Em destaque
estéo as proteinas AcvR2B, ALK4 (AcvR1B) e SMAD.
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Continuando a progressdo da transdugdo do sinal da MSTN para o meio
intracelular, a Figura 5 mostra o mecanismo intracelular proposto apoés a formagao do
complexo MSTN — AcvR2B2 — ALK4/52. A priori, a AcvR2B recruta uma molécula de
ATP do meio intracelular tornando-a ativa e permitindo que interaja com a ALK4/5 de
forma a fosforilar o dominio GS da activina tipo |, e assim obtendo a ALK4/5 — P e a
liberagdo de um ADP. Apés a fosforilagdo da ALK4/5, o sitio ativo da proteina se abre
para interagir com a SMAD2/3 e com isso recruta uma molécula de ATP para fosforilar
a regido C-terminal da SMADZ2/3. Por fim, a proteina SMAD2/3 fosforilada € liberada
no meio intracelular, onde forma um heterodimero com a proteina SMAD4 e a cascata
de interagdes progride até resultar em interagdes no DNA que sinalizardo a célula a

reducdo da producédo de fibras musculares.

Sendo assim é importante ressaltar o papel crucial da miostatina em ordenar
os receptores de activina de forma que os seus dominios intracelulares possam
interagir e propagar o sinal da via. Além disso, essas diversas etapas necessarias
para o bom funcionamento da via evidenciam que ha diversas possibilidades de acao
de inibidores para esse sistema, sendo eles alvo da interacdo MSTN — receptores ou

dos proéprios receptores isolados impedindo a fosforilagdo do SMAD2/3.

1.4 Inibidores propostos para a Miostatina e seus receptores

Nas ultimas décadas, a MSTN tem se destacado como um alvo promissor para
o tratamento de doencgas associadas a atrofia muscular, levando a um aumento
significativo no numero de estudos voltados para o desenvolvimento de inibidores
dessa proteina (Abati et al., 2022; Ahmad et al., 2021; Ali et al., 2022; Baig et al., 2022;
Jiang et al., 2004; Nagy-Fazekas et al., 2023a; Rentier et al., 2019; Saitoh et al., 2020;
Takayama et al., 2022). As pesquisas experimentais nessa area tém se concentrado
na avaliacdo de inibidores reversiveis da via de ativacdo da MSTN humana. Os
trabalhos de Baig e colaboradores (Baig et al., 2022) e Abati e colaboradores (Abati
et al., 2022), discutem uma revisao dos principais tipos de inibidores para a MSTN que
estdo sendo testados atualmente. Dentre as estratégias de farmacos testados tém-se

os produtos naturais (ex: Epicatequina — fase l/lla de testes clinicos)(Gutierrez-
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Salmean et al., 2014), anticorpos (ex: Bimagrumab — fase Il de testes clinicos)(Kanbay
et al., 2024) e os polipetideos (ex: MYO-29 — fase I/l testes clinicos)(Wagner et al.,
2008). Com isso, tendo em vista a ampla variedade de moléculas que s&o testadas
como inibidoras dessa via, nota-se que atualmente ndo ha uma solidez no
conhecimento de como pode ser feito a inibicdo da MSTN. Dessa forma, destaca-se
a necessidade de novos estudos acerca do funcionamento dessa via, em vista de
auxiliar no desenvolvimento de drogas mais eficazes. No entanto, apesar de haver
diversas moléculas sendo testadas como possiveis inibidores, as moléculas baseadas
em peptideos e os anticorpos se destacam como os mais efetivos na acdo antagdnica

dessa via.

Atualmente poucos estudos tedricos tém explorado os mecanismos associados
com a sinalizagdo da MSTN (Ahmad et al., 2021; Ali et al., 2022; Nagy-Fazekas et al.,
2023b). A maior parte dos estudos se baseiam em simulagdes de dinamica molecular
(DM) para investigar os principais modos de interagao dos potenciais inibidores com
o alvo na forma livre da MSTN. Ahmad e colaboradores (Ahmad et al., 2021)
realizaram uma busca entre 2.000 produtos naturais como possiveis inibidores da
MSTN livre usando ancoragem molecular e DM. O trabalho em questao identificou a
ditimoquinona como um composto promissor, capaz de impedir a formagdo do
complexo MSTN - AcvR2B por meio do bloqueio do sitio Il da MSTN, impedindo a
interagdo com o dominio extracelular da AcvR2B. No estudo de Nagy-Fazekas e
colaboradores (Nagy-Fazekas et al., 2023a) foram empregadas técnicas
computacionais similares, no entanto os testes foram feitos com peptideos (pequenas
moléculas derivadas da regiao a1 do forearm) com alvo na MSTN livre. Os resultados
indicam que esses pequenos peptideos podem ser usados como inibidores pois

derivam de regides do forearm que naturalmente bloqueiam a atividade da GDF-8.

Ao analisar os trabalhos experimentais e tedricos acerca de possiveis inibidores
da miostatina, observa-se que as abordagens em questdo nao levam em conta a
complexa cascata bioquimica que a GDF-8 sofre no seu processo de ativagdo no meio
extracelular. Dessa forma, o trabalho em questdo tem por objetivo entender as
interacdes quimicas entre o prodominio e a MSTN ao longo de cada etapa do
processo de ativacdo até a liberagdo da miostatina em sua forma ativa. Com isso,
simulagcées de DM foram empregadas para as proteinas envolvidas no processo de

ativacdo da MSTN de forma a identificar os aminoacidos do prodominio que
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frequentemente interagem com a MSTN com o objetivo de identificar as regides chave,
e 0s aminoacidos que as constituem, de forma a manter a MSTN inativa. Dessa forma
sera possivel identificar os principais tipos de interagdo que uma droga deve ser capaz
de realizar para efetivamente interagir com os epitopos da MSTN (tipo | e Il). Para isso
sera avaliado as interagdes intra e intermoleculares entre os aminoacidos que
contribuem para a estabilidade dos complexos inativos que sao observados no
processo de ativagdo, para o processo de inibicdo endogena via folistatina e para o
processo de transducdo do sinal via interagdo com os dominios extracelulares dos
receptores de activina. Com isso, os resultados podem ser usados para pavimentar

uma nova rota de design de novos e mais efetivos inibidores reversiveis da MSTN.
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2 OBJETIVOS

Avaliar, com auxilio de métodos computacionais, os processos moleculares

associados a ativacao, inibicao natural e transducédo da miostatina humana.

2.1 Objetivos especificos:

I. Selecionar as estruturas cristalograficas a serem utilizadas como
representacdo da miostatina humana, suas formas latentes, a folistatina, e os

dominios extracelulares dos receptores ALK4, ALKS, AcvR2B e AcvR2A.

II. Construir os peptideos ausentes nos arquivos PDB de acordo com o

sequenciamento de cada estrutura.

lll. Realizar simulacbes de DM das proteinas associadas ao processo de

ativacao e transducao da MSTN.

IV. Interpretar os dados obtidos nas simulacdes e definir sequéncias de
aminoacidos relevantes para a estabilidade dos complexos.
V. Elaborar e apresentar os resultados obtidos no estudo em eventos e artigos

cientificos.
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3 METODOLOGIA

Na seguinte sec¢ao serdo apresentados todos os protocolos empregados ao
longo do desenvolvimento do projeto, desde a selegéo das estruturas como base para
a modelagem ao protocolo final de simulagdes. Em relagdo aos programas e
processos empregados, em caso de algum detalhe da execugcdo n&o estar
explicitamente descrito considere que o procedimento foi realizado de acordo com o

padrao descrito do manual do respectivo software.

3.1. Selecao das estruturas cristalograficas

Todas as estruturas mencionadas nos objetivos foram selecionadas e avaliadas
por meio do seu sequenciamento disponivel no banco de dados Uniprot (Bateman et
al., 2023), e as suas estruturas terciarias foram obtidas no banco de dados Protein
Data Bank (Berman et al., 2000).

3.1.1 Selecao da miostatina e seus percursores

Em vista de definir as estruturas das proteinas que serdo estudadas,
primeiramente avaliou-se a disponibilidade no banco de dados de proteinas (Protein
Data Bank — PDB)(Berman et al., 2000) e entdo definiu-se os modelos a serem
construidos. Para a via de ativacdo da miostatina tém-se as estruturas da
promiostatina e da MSTN ativa, enquanto para a inibigdo endégena ha a estrutura da
FST e para a transducao do sinal ha as estruturas dos dominios extracelulares das
proteinas ALK4/5 e AcvR2B/2A. Primeiramente avaliou-se as estruturas disponiveis
para a promiostatina e seus derivados no processo de ativagdo, com isso observou-
se cinco estruturas disponiveis para a proteina humana. As estruturas disponiveis sao
5NTU — cadeias A/B (resolugéo de 2,58 A) (Cotton et al., 2018), 6UMX — cadeias A/B
(resolucdo 2,79 A) (Dagbay et al., 2020), 5NXS — cadeias A/B (resolucéo 4,19 A)
(Cotton et al., 2018), 5F3B — cadeias C/D (resolucdo 1,76 A) (Apgar et al., 2016) e
5F3H — cadeias I/J/K/L (resolucéo 2,70 A) (Apgar et al., 2016). Para mais detalhes
acerca dessas estruturas veja o Apéndice B.

Em relagdo as estruturas disponiveis, a 5F3B e 5F3H consistem das formas

ativas da MSTN, enquanto as demais estruturas cristalograficas correspondem a
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estrutura da promiostatina. Dessa forma a escolha da estrutura a ser usada como
base do trabalho, a qual ira originar os demais intermediarios do processo de ativagao,
se deu entre a 5SNTU, 5NXS e 6UMX. Em vista de obter a melhor representacéo para
a proteina percursora, avaliou-se a resolugdo da estrutura cristalografica e a
existéncia de regides com auséncia de aminoacidos. A Tabela 1 mostra a comparagao
entre as estruturas disponiveis para a proteina percursora, em relagdo a sequéncia
de aminoacidos previstos para a miostatina humana (sequenciamento disponivel no
Uniprot: O14793) (Bateman et al., 2023). Analisando os dados disponiveis na Tabela
1, o PDB 5NTU destaca-se por apresentar a melhor resolugéo, ou seja, uma melhor
precisao na identificagdo dos atomos, um menor niumero de lacunas e de residuos
ausentes. Em relacdo ao numero de lacunas e a auséncia de aminoacidos, o 5NTU
também se destaca ao apresentar a estrutura mais conservada e com o menor numero

de residuos ausentes se comparado com o previsto (Figura 2a).

Tabela 1 — Propriedades das estruturas disponiveis no PDB para a proteina

percursora da miostatina humana.

PDB Resolugdo/A N°delacunas N° de residuos ausentes
5NTU 2,58 9 121
5NXS 4,19 13 161
6UMX 2,79 10 159

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota: As resolu¢des das estruturas foram obtidas no PDB. O numero de lacunas é referente
a quantidade total de regides que estdo ausentes na estrutura da proteina. O niumero de
residuos ausentes é referente a diferenca entre os aminoacidos presentes na estrutura do
PDB e os aminoacidos previstos no sequenciamento proteico presente no banco Uniprot
(014793).

Dessa forma, escolheu-se o PDB 5NTU como base para a modelagem da
estrutura completa da promiostatina e dos demais intermediarios até a liberacéo da
miostatina ativa. Quanto a estrutura da MSTN ativa, estao disponiveis os PDBs 5F3B
e 5F3H (apéndice B) referente a forma ativa da MSTN humana, no entanto suas
estruturas cristalograficas apresentam algumas lacunas. Com isso, devido a alta
conservacao do sequenciamento proteico da MSTN entre os animais, buscou-se
outras estruturas cristalograficas para representa-la, as quais apresentassem um
sequenciamento completo. Nesse ponto, destacou-se o PDB 3HH2 (Cash et al.,

2009), que consiste na estrutura da MSTN ativa de camundongos complexada com a
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folistatina humana. Ao comparar a sequéncia de aminoacidos da MSTN humana com
a do camundongo, tém-se que as proteinas apresentam 100% de identidade. Dessa
forma, optou-se por usar a estrutura cristalografica da 3HH2 para representar a forma
ativa da MSTN.

3.1.2 Selec¢ao da folistatina

Similarmente ao processo de selecdo empregado para a escolha do modelo da
miostatina, buscou-se as estruturas cristalograficas disponiveis no PDB para a
folistatina humana. Pode-se notar que estdo presentes quatro estruturas. 2BOU —
cadeias C/D (resolugdo 2,80 A) (Thompson et al., 2005), 2P6A — cadeias C/D
(resolucéo 3,40 A) (Lerch et al., 2007), 3HH2 — cadeias C/D (resolugéo 2,15 A), 5JHW
— cadeias C/D (resolucéo 2,35 A) (Walker et al., 2017). Em relagéo as estruturas
disponiveis, todas estao interagindo com membros da familia das GDFs. No entanto,
optou-se diretamente em utilizar o modelo 3HH2 pois o PDB apresenta a melhor
resolucdo, e assim como foi discutido no topico 3.1.1 a folistatina nesse arquivo PDB
foi cristalizada interagindo diretamente com a forma ativa da MSTN. Com isso, a partir
desse modelo é possivel construir diretamente o complexo MSTN — FST2 baseado
em um arranjo observado experimentalmente.

Quanto ao modelo em questdo € necessario compara-lo com o esperado no
sequenciamento disponivel no Uniprot (P19833-2). Em relagdo ao sequenciamento
esperado para a FST (Figura 3), o PDB 3HH2 apresenta 2 gaps na cadeia C e 3 gaps
na cadeia D. Quanto a cadeia C esses gaps estao localizados respectivamente nos
dominios FDS2 (P199 — E203) e FDS3 (D276 — E281), enquanto a cadeia D os gaps
estédo localizados nos dominios ND (K110 — N112), FDS2 (P199 — S202) e FDS3
(D276 — E281). Nota-se que a regiao ausente no dominio ND da cadeia D esta
presente na cadeia C, de forma que a modelagem das regides ausentes pode ser feita

por comparacao entre as cadeias e a sequéncia do Uniprot.
3.1.3 Selecao das proteinas ALK4, ALK5, AcvR2A e AcvR2B
Assim como as demais estruturas proteicas, avaliou-se a disponibilidades de

estruturas cristalograficas para os dominios extracelulares dos principais receptores

da MSTN livre. Sendo assim, buscou-se estruturas para as proteinas do sitio tipo | da
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MSTN (ALK4 e ALKS5) e do sitio tipo Il (AcvR2A e AcvR2B). Além disso, vale ressaltar
que no presente estudo tém-se por objetivo avaliar apenas a interagao da forma livre
(ativa) da MSTN com os dominios extracelulares das proteinas transmembranas, sem
a presenca do sarcolema ou dos dominios transmembrana e intracelular. Dessa forma
a escolha das estruturas cristalograficas, a serem usadas como base na modelagem
de cada proteina, levou-se em conta esses fatores.

A Tabela 2 apresenta todas as estruturas disponiveis para as proteinas ALK4,
ALKS5, AcvR2A e AcvR2B. Em relagdo a AcvR2A foram encontradas cinco estruturas
cristalograficas, no entanto apenas as estruturas 5NH3 e 7U5P sao referentes ao
dominio extracelular do receptor. Sendo assim é necessario comparar as estruturas
com objetivo de definir o melhor modelo para construir a regido extracelular do
receptor AcvR2A. Entre os modelos observam-se que ambas as estruturas
apresentam um sequenciamento similar, com o PDB 5NH3 apresentando a sequéncia
S25 - E119 e 0 PDB 7U5P a sequéncia T27 — M120. Com isso, foi escolhido o PDB
5NH3 a ser usado como base na construcdo do modelo da AcvR2A, pois essa
estrutura apresenta a melhor resolugéo e compreende uma maior regido da proteina.
Quanto a proteina AcvR2B, foram encontradas oito estruturas cristalograficas e uma
de RMN, sendo que apenas a estrutura 2QLU é referente ao dominio intracelular. Em
vista disso, a selecao para referéncia de construgao do receptor AcvR2B foi realizada
por meio da comparacgao entre as estruturas dos PDBs 5NGV e 7MRZ, pois o primeiro
foi obtido juntamente com o 5NH3 (Morvan et al., 2017) e o segundo a AcvR2B esta
cristalizada em conjunto com as proteinas GDF-11 e ALK4, de forma que é possivel

observar a conformagao esperada para o complexo MSTN — AcvR2B2 — ALK4..

Tabela 2 — Estruturas cristalograficas para os receptores ALK4, ALK5, AcvR2B e

AcvR2A.
Cddigo PDB Cadeia Resolugao Referéncia
AcvR2A
3Q4T A/B 1,96 (Horbelt et al., 2015)
3S0C A/B 1,95 Ainda nao publicado
4ASX A/B 2,05 Ainda n&o publicado
5NH3 A/B 2,35 (Morvan et al., 2017)

7U5P AICIEIG 3,14 (Chu et al., 2022)
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AcvR2B

2H62 D 1,85 (Weber et al., 2007)
2QLU A 2,00 (Han et al., 2007)
4FAO E/F/K/ILIQ/R/W/X/e/flKk/ 3,36 (Townson et al., 2012)
5NGV A 2,00 (Morvan et al., 2017)
5NHR C/D 3,35 (Morvan et al., 2017)
7TMRZ C 3,00 (Goebel et al., 2022)
70LY C 3,27 (Goebel et al., 2022)
9D20 A/IC 2,67 (Antfolk et al., 2025)
9N4K* A/D 3,20 (Goebel et al., 2025)

ALK4
7TMRZ C 3,00 (Goebel et al., 2022)
70LY K 3,27 (Goebel et al., 2022)

ALKS
1B6C B/D/F/H 2,60 (Huse et al., 1999)
11AS A/B/C/D/IE 2,90 (Huse et al., 2001)
1PY5 A 2,30 (Sawyer et al., 2004)
1RW8 A 2,40 (Sawyer et al., 2004)
1VJY A 2,00 (Gellibert et al., 2004)
2L.5S** A - (Zuniga et al., 2011)
2PJY C 3,00 (Groppe et al., 2008)
2WOT A 1,85 (Goldberg et al., 2009)
2WOU A 2,30 (Goldberg et al., 2009)
2X70 A/B/C/D/IE 3,70 (Roth et al., 2010)
3FAA A/B/C/D/E 3,35 (Bonafoux et al., 2009)
3GXL A 1,80 (Gellibert et al., 2009)
3HMM A 1,70 (Gellibert et al., 2009)
3KCF A/B/C/D/E 2,80 (Guckian et al., 2010)
3KFD I/J/K/L 3,00 (Radaev et al., 2010)
3TZM A 1,70 (Ogunijimi et al., 2012)
4X0M A 1,68 (Czodrowski et al., 2014)
4X2F A 1,49 (Czodrowski et al., 2014)
4X2G A 1,51 (Czodrowski et al., 2014)
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4X2J A 1,69 (Czodrowski et al., 2014)
4X2K A 1,69 (Czodrowski et al., 2014)
4X2N A 1,80 (Czodrowski et al., 2014)
5E8S A 1,45 (Tebben et al., 2016)
5E8T A 1,70 (Tebben et al., 2016)
5E8U A 2,03 (Tebben et al., 2016)
5E8W A 1,86 (Tebben et al., 2016)
5E8X A 1,45 (Tebben et al., 2016)
5E8Z A 1,51 (Tebben et al., 2016)
5E90 A 2,05 (Tebben et al., 2016)
5FRI A 2,00 (Goldberg et al., 2016)
5QIK A 1,58 (Zhang et al., 2018)
5QIL A 1,98 (Zhang et al., 2018)
5QIM A 1,75 (Zhang et al., 2018)
5QTZ A 1,83 (Velaparthi et al., 2020)
5QU0 A 1,67 (Velaparthi et al., 2020)
5USQ A 2,55 (Sabat et al., 2017)
6B8Y A 1,65 (Harikrishnan et al., 2018)
6MAC K 2,34 (Goebel et al., 2019)
8YHF A 1,40 Ainda n&o publicado
8YHL A 1,47 Ainda n&o publicado
9B9F C/H 3,00 (Wieteska et al., 2025)

(Rodriguez Buitrago et al.,
9F6X A 2,68

2024)

9FK5* C 4,10 (Wieteska et al., 2025)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: Todas as resolugdes estdo em angstroms. Todas as estruturas foram obtidas por meio
da técnica de difragao de raios X, com excec¢ao das estruturas marcadas com “*” que foram
obtidas por RMN, e “**” que foram obtidas por microscopia eletronica.

Em relacdo as estruturas disponiveis para os receptores do tipo |, a ALK4
apresenta apenas duas estruturas cristalograficas enquanto a ALKS apresenta 44
estruturas. Quanto a ALK4, sdo observados apenas os PDBs 7MRZ e 70LY os quais
foram obtidos no mesmo trabalho (Goebel et al., 2022). Ambos apresentam a estrutura

cristalografica da ALK4 complexada em conjunto com a AcvR2B, logo foi escolhido o
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PDB 7MRZ para ser usado como referéncia pois possui a melhor resolugao e além da
AcvR2B no complexo, esta a GDF-11 que apresenta estrutura e fungao similar a
MSTN. Por fim, em relacdo a ALK5 ha uma ampla gama de estruturas cristalograficas,
no entanto apenas as estruturas 2L5S, 2PJY, 3KFD, 6MAC, 9B9F e 9FK5 séao
referentes a regido extracelular da ALK5. Comparando essas estruturas, os PDB 2L5S
e 9FKS5 foram obtidos, respectivamente, por RMN e microscopia eletrénica, enquanto
os demais foram obtidos por espectroscopia de Raios X. Sendo assim, como todas as
estruturas compreendem regides similares do dominio extracelular da ALK5, optou-se
por utilizar como base a estrutura 6MAC pois apresenta a melhor resolugdo e a
proteina esta complexada com a GDF-11 e com a AcvR2B de ratazana (rattus
norgevicus), de forma que o complexo pode se comparado com o arranjo do complexo

formado com a proteina humana.

3.2 Modelagem das proteinas

Todas as proteinas foram modeladas com auxilio do software modeller (Webb;
Sali, 2016) por meio da comparagao entre as estruturas cristalograficas selecionadas
na etapa 3.1 e 0 sequenciamento completo conhecido para cada proteina. Além disso,
quando possivel, os complexos formados entre a MSTN e seus receptores e inibidor

foram modelados usando como referéncia as estruturas interagindo com a GDF-11.

3.2.1 Modelagem da miostatina e seus percursores

Tendo em vista o percursor inicial da mostatina, a promiostatina foi utilizada
como referéncia para a construgdo das demais estruturas associadas ao processo de
ativagao da miostatina. Dessa forma, a promiostatina foi modelada e usada como a
referéncia para esse trabalho. A estrutura proteica do percursor foi construida a partir
do PDB 5NTU, e da sequéncia primaria obtida no Uniprot (cédigo: O14793). A
estrutura cristalografica escolhida como referéncia apresenta algumas
descontinuidades em sua composi¢cdo, sendo essas associadas a regidao do arm
(entre afolha B1 e B2), nos sitios de clivagem da Furina e da metaloprotease de matriz,
na regidao N — terminal inicial do forearm e na regido formadora da MSTN (pré-hélice
e na wrist — hélice), como pode ser visto no Apéndice C — Figura a. Com excegao da

regido associada a formacdo da MSTN, os residuos faltantes correspondem a
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dominios sem estrutura secundaria definida (folha beta ou alfa hélice). Sendo assim,
a estrutura do PDB 5NTU foi alinhada com a sequéncia primaria disponivel no Uniprot
e 0 modelo completo tridimensional da promiostatina foi construido com auxilio do
software Modeller (Webb; Sali, 2016) disponivel no programa USCF Chimera
(Pettersen et al., 2004).

Dessa forma foi construido um primeiro modelo da promiostatina, no qual com
o PDB 5NTU e o alinhamento com a sequéncia primaria obteve-se o dimero completo
da promiostatina (M24 — S375) sem o peptideo sinal (ver Apéndice C — Figura b). A
partir do primeiro modelo foram realizadas simulagées de DM para estabilizar o
sistema sob condi¢des termodinamicas. A partir dos resultados observados nas DMs
(abordado no topico a seguir) e dos resultados obtidos por Jiang e colaboradores
(Jiang et al., 2004), observou-se que a regiao N-terminal completa da promiostatina
nao estava diretamente interagindo com a regido percursora da MSTN. Dessa forma
criou-se um segundo modelo (C42 — S375) iniciando a partir do primeiro residuo que
€ reportado na literatura por apresentar uma acéao inibidora entre o prodominio e a
MSTN. O modelo em questao, foi denominado de ativo e pode ser visto no Apéndice
C - Figura c.

A partir do modelo ativo da promiostatina, todas as demais estruturas
envolvidas no processo de ativagdo, com excec¢ao da forma ativa da MSTN (PDB:
3HH2), foram manualmente construidas. O complexo latente foi obtido por meio da
clivagem da ligagao peptidica entre os residuos R266 e D267 da promiostatina. A
estrutura TLD — p1 foi gerada a partir da clivagem da ligagao peptidica entre R98 e
D99. As proteinas intermediarias (p1 — inter, TLD — p2, p2 — inter e MSTN inativa)
foram obtidas sequencialmente a partir da remogédo de uma regido arm, segunda
regido arm, uma regiao forearm e pér fim a ultima regido do forearm. Em relagdo a

miostatina ativa, a estrutura foi obtida a partir das cadeias A e B do PDB 3HH2.

3.2.2 Modelagem da folistatina

Em relacdo aos inibidores enddgenos, no presente trabalho optou-se por
avaliar o modo de interagao entre a MSTN e a FST. A escolha do inibidor se deu
devido a grande afinidade entre essa proteina e a MSTN e a partir dos resultados
espera-se ser possivel entender a afinidade pelo inibidor endégeno, e com isso

mimetizar essa interagdo com outras moléculas.
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Quanto ao processo de modelagem, selecionou-se a estrutura cristalografica
de cdédigo PDB 3HH2 — cadeias C/D como base na constru¢do do modelo da FST,
devido a melhor resolucédo e a maior completude em sua cadeia proteica. Optou-se
por trabalhar com a isoforma 2 da FST (follistatina288, codigo Uniprot: P19883-2),
com apenas 288 residuos sem a presenga do C-terminal acido (S318 — W344) (Figura
3). Em relagao a estrutura cristalografica escolhida, o PDB apresenta duas cadeias da
FST (C e D), onde séo observados alguns gaps pequenos abordados no tépico 3.1.2.
Com isso, a sequéncia da folistatina observada no PDB 3HH2 foi alinhada com a
sequéncia disponivel no Uniprot, e o modelo final foi construido com auxilio do
programa Modeller.

Apo6s a obtencdo do modelo, a estrutura foi comparada ao PDB 3HH2 e
observou-se um RMSD de 0,784 A. Com isso, apos definir que o modelo estava
representando satisfatoriamente a folistatina, o modelo desenvolvido foi alinhado com
o PDB 3HH2 de forma a obter os complexos MSTN — FST e MSTN — FSTo.
Posteriormente a folistatina foi complexada com a forma inativa da MSTN, com
objetivo de avaliar a diferenga entre 0 modo de interagdo com a miostatina em sua

conformacao ativa e inativa.

3.2.3 Modelagem do dominio extracelular das proteinas ALK4, ALKS5,
AcvR2A e AcvR2B

Em relagdo a modelagem das proteinas ALK4, ALK5, AcvR2A e AcvR2B, como
foi discutido anteriormente, optou-se por trabalhar apenas com a regido extracelular
dos receptores. Quanto as estruturas base a serem usadas na modelagem, utilizou-
se o PDB 5NH3 para o receptor AcvR2A, os PDBs 5NGV e 7MRZ para o receptor
AcvR2B, o PDB 7MRZ para o receptor ALK4 e o receptor 6MAC para o receptor ALKS5.

Em relagdo ao processo de modelagem dos receptores, as estruturas em
questao foram alinhadas com as suas sequéncias primarias, obtidas com o Uniprot, e
a construcao foi realizada com auxilio do programa Modeller. Quanto aos modelos, as
estruturas PDB néao apresentavam regides de gaps em sua composi¢ao, de forma que
foi necessario apenas completar poucos residuos nas regides C- e N-terminais (coil)
de cada proteina. Por fim os modelos obtidos e a sequéncia presente em cada um

deles pode ser visto na Figura 4.
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3.3 Benchmark para o campo de for¢ca e modelo de solvente

Como foi descrito no tépico 3.2, foram construidos dois modelos para a
estrutura da promiostatina humana, o modelo completo (M24 — S372) e o modelo ativo
(C42 - S375) como pode ser visto nas Figuras b e c no Apéndice C. Ambos os modelos
foram construidos de forma a reproduzir a estrutura geral esperada para a
promiostatina e outras proteinas da familia das TGF — 3, o qual consiste em um dimero
simétrico com conformacédo em V com seus mondmeros conectados apenas por uma
ligacdo dissulfeto entre os dominios que originardo a MSTN ao final do processo de
ativacao. Tendo em vista o escasso numero de estudos tedricos a cerca desse tema,
no presente trabalho foi realizado um pequeno benchmark de forma a determinar o
melhor protocolo a ser empregado para reproduzir as conformacgdes e interagdes entre
as regides das proteinas ao longo do processo de ativagdo da MSTN. Dessa forma
avaliou-se dois campos de forga para a proteina, ff19SB (Tian et al., 2020) e ff14SB
(Maier et al., 2015), combinados com trés diferentes modelos de solvente TIP3P
(Mark; Nilsson, 2001), OPC (lzadi; Anandakrishnan; Onufriev, 2014) e uma
representagao implicita da agua por meio de sua constante dielétrica.

Em relagdo aos modelos de solvente, o TIP3P consiste em um modelo de trés
pontos para representar a agua, OPC um modelo de quatro pontos para representar
a molécula de agua e o solvente implicito consiste em um dielétrico continuo com
constante dielétrica (¢) igual a 78,3553 (agua). Em relagdo aos campos de forga
empregados, ambos sdo comumente empregados em simulagdes que visam
compreender propriedades estruturais de proteinas. O ff14SB é um campo de forga
classico para simulagado de proteinas, sendo amplamente usado, enquanto o ff19SB
consiste em uma versao mais atualizada e desenvolvida recentemente (2019) o qual
se baseia em calculos quanticos para obter os parametros para cada aminoacido
padrao. A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos na avaliagdo do melhor protocolo
a ser empregado nas simulagbes. Foram avaliados trés parametros em cada
combinacao de campo de forgca e modelo de solvente, quando possivel, os resultados

foram comparados com dados experimentais.
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Tabela 3 — Benchmark de campo de for¢ga e modelos de solvente para os modelos
completo e ativo da promiostatina.
Campo de forza Modelo de solvente  RMSD/A  DSSP (%) Rg/A

Completo

Implicito 3,7+0,9 65 31,3+£0,7

ff14SB
TIP3P 29+05 66 299+04
ff19SB Implicito 27104 68 31,4+0,7
OPC 3,2+0,6 76 326+04

Ativo

ff14SB TIP3P 3,0+0,7 70 31,4+£0,6
OPC 3,8+0,7 71 322+04
TIP3P 41+0,7 67 32,1+04

ff19SB
Implicito 24+04 68 33,9+£0,7
Implicito + TIP3P 2,3+£0,3 69 344+£05

Experimental - 44 40,0

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota: O termo “implicito” é referente ao modelo continuo de solvente com constante
dielétrica igual a 78,3553 (agua). DSSP representa a soma de alfa hélices e folhas betas
que a proteina apresentou ao longo da simulagéo. Todas as andlises foram performadas nos
ultimos 100 ns de simulagao. Os dados experimentais foram obtidos a partir de Cotton e
colaboradores (Cotton et al., 2018).

Quanto aos parametros das simulacbes, foram analisados a raiz do erro
quadratico médio (root mean square deviation — RMSD), dicionario de estrutura
secundaria de proteinas (dictionary of secondary structure on proteins — DSSP) e o
raio de giro (Rg). Esses parametros foram escolhidos tendo em vista o objetivo geral
do projeto de analisar as interagdes entre os dominios das proteinas associadas com
a via de ativagdo da MSTN humana. Sendo assim, a analise do RMSD fornece
informacdes acerca do movimento relativo da proteina durante a trajetéria da
simulagao, ou seja, a média fornece o desvio médio da proteina em relagdo a sua
conformacao inicial na DM e o desvio padrao indica a flutuagdo que o sistema
apresentou ao redor dessa meédia. Logo, menores médias e desvios padrdes indicam
que o sistema esta com baixo movimento ao longo da DM e, portanto, espera-se que
as interagdes sejam mais duradouras e melhor observaveis. Em relacdo ao DSSP,
este fator mensura a tendéncia dos residuos se orientarem espacialmente como uma

folha B ou uma a hélice, e quanto maior for a porcentagem de residuos que apresenta
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uma dessas duas estruturas, maior sera a estabilidade global da proteina pois as
interacdes intramoleculares associadas a essas conformagdes geram uma maior
estabilizacdo para a proteina. Por fim, o Rg foi utilizado como uma forma de medir o
volume proteico e comparar com os dados experimentais, mostrando que o modelo
criado se aproxima do observado experimentalmente.

Ao analisar os resultados da Tabela 3, o modelo completo foi testado usando
os campos de forga (ff14SB e ff19SB) combinados com todos os modelos de solvente
descritos anteriormente. Os resultados indicam que o campo de forga ff14SB
performou melhor com o modelo de solvente TIP3P, enquanto o ff19SB apresentou
melhor resultado com o OPC, o que é consistente com o exposto na literatura (Tian et
al., 2020). Focando na proteina completa, os resultados do RMSD indicam que todas
as combinagdes de campo de forga e modelo de solvente geraram trajetorias estaveis
em que as proteinas apresentaram baixa flutuacdo (RMSD 2,7 — 3,7 A) e o DSSP
indica uma formagao substancial de estruturas secundarias na proteina. No entanto,
ao comparar os valores de Rg com os disponiveis na literatura, observa-se que esse
modelo da promiostatina convergiu para uma estrutura com baixos valores médios de
Rg, indicando que houve uma maior compactacdo do sistema do que € previsto
experimentalmente (Rg = 40,0 A). Sendo assim, com base nos trabalhos de Jiang e
colaboradores (Jiang et al., 2004), construiu-se o segundo modelo (ativo) no qual parte
do N-terminal é retirado e a proteina consiste apenas da C42 — S375 (Apéndice C —
Figura c).

Por fim, pode-se analisar os resultados referentes ao modelo ativo na Tabela 3.
Inicialmente, testou-se o campo de forca ff14SB somente com TIP3P pois é a
combinacdo mais indicada para esse campo, porém para o ff19SB realizou-se testes
como todos os solventes. Dessa forma, ao comparar os resultados de todas as
combinagdes de campo de forca e modelo de solvente, o protocolo que consiste em
uma otimizagao inicial do sistema com o modelo de solvatagao implicito, seguida de
uma simulagao com ff19SB/TIP3P apresentou os melhores resultados. O RMSD para
esse protocolo foi 0 menor dentre os testados, indicando que a estrutura atingiu um
equilibrio conformacional em menor tempo, e o raio de giro apresentou a média mais
proxima do valor experimental, o que apesar de indicar que o modelo esta prevendo
uma estrutura mais compacta do que a experimental € possivel utilizar esse protocolo

como base para os futuros calculos para esse sistema.
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3.4 Dinamica molecular: Protocolo final

Todas as estruturas associadas ao processo de ativagdo da MSTN foram
obtidas a partir do PDB. A promiostatina foi obtida a partir do PDB 5NTU, enquanto o
complexo latente e os seus derivados foram construidos com auxilio do software
USCF Chimera e do Visual Molecular dynamics (VMD) (Humphrey; Dalke; Schulten,
1996). A estrutura da MSTN ativa foi obtida a partir das cadeias A e B do PDB 3HH2,
e a estrutura da folistatina foi obtida a partir das cadeias C e D do mesmo PDB,
enquanto os gaps foram completados com o software modeller como descrito na
sessdo 3.2.2. Quanto aos receptores a construgdo dos modelos foram realizadas
conforme descrito na sessao 3.2.3. Todas as simulagdes foram realizadas utilizando
uma caixa de agua octaédrica truncada, com uma distancia minima de 10,0 A da
proteina até a borda da caixa. Além disso, para neutralizar a carga dos sistemas
construidos adicionou-se ions CI- e Na* as solugdes, quando foram necessarios. Para
as proteinas utilizou-se o campo de for¢a ff19SB, enquanto, para o solvente utilizou-
se o campo de forga TIP3P e para os ions os parametros de Joung/Cheatham (Joung;
Cheatham, 2008), de acordo com o concluido como o melhor protocolo a partir do
benchmark realizado.

As simulacbes foram realizadas seguindo o0 mesmo protocolo padrao, em vista
de avaliar a estabilidade e as interagcdes entre os dominios das proteinas sob
condigdes fisiologicas (pH = 7,4, T = 310 K e solugédo aquosa). O protocolo consistiu
de seis etapas: (I) Otimizacéao inicial do sistema em solvente implicito (¢ = 78,3553)
por 50 ns; (ll) otimizacdo do solvente; (lll) otimizacdo do sistema completo; (V)
aquecimento escalonado de 50 a 310 K por 3 ns (1 = 2 fs) — NVT, com as liga¢des
entre os atomos da proteina restritas com uma constante de forga de 10,0 kcal mol-!
A2 (V) equilibracdo da densidade a 310 K por 1,4 ns (1 = 1 fs) — NPT, enquanto a
constante de forga de restricdo do sistema foi gradualmente diminuida a zero e (VI)
producao final de 500 ns (1 = 2 fs) — NPT com o sistema em condi¢des fisiologicas.
Para os complexos p2 — inter, MSTN inativa e ativa foram realizadas producdes
extensas de 2,5 us (1 = 2 fs). As ligacdes de hidrogénio foram restritas pelo algoritmo
de SHAKE (Macuglia, 2023), e as interagdes nao ligadas apresentaram uma distancia
maxima de 10,0 A. A temperatura do sistema foi controlada com um termostato de

Langevin, e cada simulagao foi realizada em duplicata para garantir a reprodutibilidade
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dos dados obtidos. Todas as simulagdes foram realizadas no software Amber24 (Case
et al., 2025).

As analises foram realizadas nos ultimos 100 ns (ou 500 ns para as simulagdes
longas) de cada producgao utilizando o pacote cpptraj disponivel no programa Amber
(Case et al., 2023). Além disso, a menos que esteja explicitamente informado, todos
os resultados séo referentes a média entre as réplicas realizadas. Para avaliar a
estabilidade de cada estrutura ao longo do processo de ativagdo da MSTN, o método
Generalized Born Surface Area (GBSA) (Genheden; Ryde, 2015b) foi utilizado para
calcular as energias em cada etapa com o modelo de solvente implicito definido como
igb = 2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em vista de avaliar o processo extracelular da cascata de ativagdo da
miostatina humana foram construidas todas as estruturas conhecidas para a
miostatina livre e seus complexos com o inibidor enddégeno e os receptores quinase.
Além disso foram propostas estruturas intermediarias para auxiliar a elucidar o
processo de dissociacdo da miostatina de seu prodominio. Por fim, todos os sistemas
foram submetidos ao calculo de dindmica molecular classica com o protocolo descrito
no tépico 3.4. As simulagdes obtidas foram analisadas e os resultados estdo dispostos
nas proximas segoes, 0s quais estao organizados de acordo com o caminho esperado
que a miostatina ira seguir desde a sua forma inativa, ao ser excretada da célula, até

a sua interagao com as fibras musculares.

4.1 Cascata de ativacao da miostatina humana

O processo de ativagao da miostatina humana néo é totalmente elucidado,
experimentalmente tem-se evidéncia da promiostatina, do complexo latente e da
forma ativa da MSTN. No entanto, as transformacdes que a proteina percursora sofre
até a total liberagao de sua forma ativa ndo sdo completamente conhecidas. A Figura
1 mostra o mecanismo molecular geral proposto na literatura para essa via, onde
apenas 3 estruturas sdo associadas ao processo de ativagdo. Dessa forma, torna-se
necessario a avaliagdo dos possiveis intermediarios associados a esse processo, em
vista de determinar as principais regiées no prodominio que interagem com a regiao
percursora da MSTN mantendo-a inativa. A partir da analise das interacdes entre os
dominios espera-se que seja possivel desenvolver uma base para propor peptideos
que possam atuar como inibidores (therapeutic peptide) com alvo nessa via, e assim
atuar como regulador do crescimento muscular e impedir o desenvolvimento da

atrofia.
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Figura 6 — Mecanismo molecular proposto para o processo de ativagdo da miostatina

humana.

MSTN inativa

1

(2

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota: A figura representa o0 mecanismo de ativagdo da MSTN humana que sera abordado
ao longo desse trabalho. (a) Estrutura da promiostatina com destaque para as trés regides
principais o arm (laranja), forearm (verde) e a regiao que compora a MSTN (azul). (b)
Estrutura do complexo latente que apresenta a mesma sequéncia proteica que a
promiostatina, no entanto o prodominio interage com a MSTN apenas por interagbes nao
covalentes. (c) A estrutura do TLD-p1 apresenta a mesma sequéncia do complexo latente,
porém o forearm e o arm nao estdo mais ligados covalentemente. (d) A estrutura do p1-inter
representa um possivel intermediario assimétrico na via, onde apenas o arm de uma cadeia
foi liberado, enquanto o outro continua interagindo com os forearm e com a MSTN. (e)
Estrutura TLD-p2 consiste em outro intermediario na via, no qual o arm dissociou
completamente. (f) O p2-inter consiste em um intermediario assimétrico em que o forearm
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de apenas uma cadeia dissociou. (g) A MSTN inativa representa a miostatina na
conformagao obtida quando o prodominio é completamente liberado. (h) A MSTN ativa
consiste na estrutura final da miostatina quando o processo é concluido.

A Figura 6 apresenta uma proposta para o processo de ativagdo completo da
miostatina humana, o qual se inicia com a promiostatina e envolve a liberagdo por
etapas do prodominio até a obtencdo da MSTN ativa. Com isso, em vista de avaliar a
viabilidade do mecanismo proposto, foram realizadas simula¢gdes de DM, seguindo o
protocolo descrito na metodologia, para todas as estruturas apresentadas na Figura
6. Em todos os sistemas avaliou-se as interagdes intermoleculares entre cada regido
do prodominio com a MSTN. Além disso para os intermediarios p1-inter e p2-inter
foram avaliados a perda do dominio arm e forearm, respectivamente, em ambas as
cadeias em vista de preservar a simetria do complexo. Dessa forma, construiu-se os
complexos p1-inter com o arm da cadeia A e B, e p2-inter com o forearm da cadeia A
e B.

Para avaliar a estabilidade conformacional dos complexos proteicos foi
calculado o RMSD para todos os residuos (Ca) usando como referéncia a primeira
estrutura dos ultimos 100 ns das respectivas trajetérias para as proteinas presentes
na Figura 6 (veja a flutuagdo média no Apéndice D). As proteinas apresentaram RMSD
médio na faixa de 1,7 a 3,3 A (veja o Apéndice E para mais detalhes), com a maior e
menor flutuagcdo associadas, respectivamente, a forma inativa (Figura 6g) e ativa
(Figura 6h) da MSTN. Os resultados indicam que todas as estruturas demonstraram
estar conformacionalmente estaveis e entraram em equilibrio com o tempo de
simulacado empregado, apresentando flutuagdes consistentes com o esperado devido
ao movimento natural dos aminoacidos em condi¢gdes termodinamicas. Tendo em
vista esse resultado, observa-se que é possivel utilizar as trajetérias para analisar as
variagbes nas interagdes entre o prodominio e a MSTN ao longo do processo de
ativagao (promiostatina — p2 — inter).

Focando inicialmente na proteina percursora, a promiostatina apresenta o
prodominio covalentemente ligado a regido que originara a miostatina ativa, de forma
a que a mantém inativa. Estudos recentes mostram que esse percursor nao € a forma
mais abundante em que a miostatina € encontrada no corpo humano, sugerindo que
nao deve ser estabelecida como um alvo primario para o desenvolvimento de
inibidores (Bonnieu; Carnac; Vernus, 2007; Chen et al., 2021; Elkina et al., 2011).

Consequentemente, as analises da via de ativagdao da MSTN focaram no complexo
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latente e nos demais intermediarios. No entanto, uma analise € interessante de ser
realizada com a estrutura do percursor, que consiste em comparar a estrutura de
equilibrio da DM com o resultado experimental observado por Cotton e colaboradores
(Cotton et al., 2018). O Rg experimental foi de 40,0 A enquanto o valor calculado para
a estrutura de equilibrio da DM foi 34,8 + 0,4 A, o que indica que a estrutura em
solugdo aquosa foi mais compacta do que no estado sélido devido ao aumentado da
flexibilidade na simulacéo favorecer a formag¢ao de novas interagdes que nao estavam
presentes no sélido. Por outro lado, quando alinhada a estrutura final dos ultimos 500
ns de simulagdo com o PDB 5NTU, foi observado um RMSD de 1,31 A, o que é um
valor pequeno e de acordo com a variagao esperada entre estruturas em estado soélido
e em fase aquosa (detalhes ver o Apéndice F).

Dessa forma, visando avaliar a viabilidade do processo de ativacédo proposto
na Figura 6, foi calculado a energia de interagcdo entre os dominios de cada proteina
(AGaq). A Tabela 4 apresenta as energias de interagdo moleculares para cada etapa
calculadas com o método MM-GB/SA. Nesse ponto € importante ressaltar que o
método MM-GB/SA fornece uma maneira eficiente de descrever a afinidade de
interacao entre biomoléculas por meio de uma combinacéo entre energia advinda da
mecanica molecular (MM) com efeitos de solvatagao derivados do modelo continuo
(GB/SA). No entanto, o método nao inclui explicitamente a entropia do soluto, apenas
parte da entropia € implicitamente incluida por meio do modelo continuo de
solvatagcdo. Dessa forma, os valores de AGaq ndo devem ser interpretados como a
energia livre absoluta. Contudo, os valores sao satisfatorios para realizar
comparagdes relativas, como a tendéncia de estabilidade relativa entre os complexos
no processo de ativagédo (Forouzesh et al., 2024; Genheden; Ryde, 2015a; Sun et al.,
2018).
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Tabela 4 — Energia livre de interacédo em fase aquosa (AGag) obtida com o método

MM-GBSA para cada etapa do processo de ativagao da miostatina humana.

Processo AGaq
MSTN + prodominio —» Complexo latente -485 £ 10
MSTN + prodomain-nl — TLD-p1 -446 + 8
MSTN + [forearmz-arm] — p1-inter -371 £ 54
MSTN + forearmz — TLD-p2 -322 + 31
MSTN + forearm — p2-inter -174 £ 9 (-156 + 3)°

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota: Todos os valores de energia estdo em kcal mol™. O AGaq (=AGyqw. + AGele + AGsol)
representa a média da energia livre de interagdo, em fase aquosa, para cada etapa da
cascata de ativagdo da MSTN proposta na Figura 6. Todas as energias foram calculadas nos
ultimos 100 ns da trajetéria com um passo de 0,2 ns (=500 frames) e igb = 2 usando o
método GBSA. Os valores de energia representam a média e o desvio padrao entre as duas
réplicas. As estruturas entre paréntesis indicam que as regides continuam interagindo apos
a dissociagao do complexo. O termo “prodominio-nl” indica que as regides do arm e forearm
nao estdo covalentemente ligadas, mas permanecem interagindo. 2Etapa final envolvendo a
simulagao longa de 2,5 us, com o valor de AG4q (entre parénteses) calculado nos ultimos
500 ns de simulagao.

O complexo latente é a forma mais abundante na qual a miostatina é
encontrada no organismo humano (Bonnieu; Carnac; Vernus, 2007; Chen et al., 2021;
Elkina et al., 2011), ou seja, espera-se que a estrutura seja muito estavel (-485 + 10
kcal mol'') e ndo dissocie espontaneamente. Seguindo a cascata de ativagdo
proposta, a regido do forearm é clivada do arm no complexo latente pela protease
BMP-1/TLD formando a estrutura do TLD — p1 (Figura 6c), a qual € menos estavel (-
446 + 8 kcal mol') do que o complexo latente. Essa redugdo na estabilidade pode ser
associada a maior flutuacdo dos dominios do arm e forearm apds a clivagem, os quais
passaram a interagir menos com a MSTN. Apés a formagao da TLD — p1, tem-se a
perda de uma regido do arm formando o p1 — inter (Figura 6d) onde o sistema foi
desestabilizado em 74 kcal mol-! e a estrutura se tornou mais flexivel, como pode ser
notado na alta flutuagdo da energia (54 kcal mol'). Em relagédo ao TLD — p2 (Figura
6e), onde ambos os dominios arm foram liberados, a proteina € menos estavel (-322
+ 31 kcal mol') mostrando que a dissociagdo de um dominio arm resulta em um
decréscimo da interacdo do segundo dominio arm com o restante da proteina,

favorecendo o progresso da cascata de ativagdo. Por fim, o p2 — inter (Figure 6f) é
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formado apds a perda de um forearm. Esse complexo aumenta a energia em 148 kcal
mol-! comparado ao TLD — p2, indicando a forte interagdo dos dominios forearm com
a MSTN, o que esta associado com a sua fungao primaria da regido de bloquear os
sitios tipo | e Il da miostatina mantendo-a inativa. Para o intermediario p2 — inter, o
qual é uma estrutura chave no processo de ativagdo da MSTN, foi realizado uma
simulagao extensa de 2,5 ys, em replica, para garantir a estabilidade. Para esse caso,
0 AGaq calculado foi de -156 + 3 kcal mol', o que condiz com o valor previsto na

simulagao curta.

4.1.1 Analise das interagoes miostatina — prodominio ao longo do

processo de ativagao.

Primeiramente, foram analisadas as interagdes entre o forearm e a MSTN e
entre o arm e a MSTN para o complexo latente, com o objetivo de identificar os
principais residuos que estabilizam a interagdo de cada regido do prodominio com a
miostatina. A Figura 7 mostra a frequéncia de contatos entre o forearm e a MSTN
(Figura 7a), arm e MSTN (Figura 7b) para esse complexo. Além disso, os principais
residuos que interagem com a MSTN no forearm (Figuras 7c-€) e arm (Figura 7f) ao
longo da simulacdo também sdo mostrados. Os contatos foram definidos como
interagdes entre dois atomos (ndo H) de residuos com distancia < 5 A. As regibes na
Figuras 7a e 7b marcadas de branco indicam que ndo foram observados contatos
entre os dominios da proteina, enquanto as regides coloridas na faixa de azul ao ciano
representam contatos fracos (tempo de vida < 40% da trajetoria). Ou seja, esses
contatos ndo apresentam uma influéncia significativa na estabilidade com complexo,
e pouco afetam a manutengéo da interagdo entre o prodominio e a regido percursora
da MSTN no complexo latente. Por fim, as regides coloridas na faixa do verde ao
vermelho indicam que os residuos da MSTN, do arm e do forearm interagiram por
mais do que 50% da trajetéria, portanto serdo tratados como regides chave que

contribuem para a estabilidade da proteina.
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Figura 7 — Contatos nativos entre as regides do prodominio e a MSTN nos ultimos

100 ns de trajetoria para o complexo latente.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota: A figura mostra os contatos nativos entre o forearm e a MSTN (a), arm e MSTN (b)
calculados nos ultimos 100ns da trajetéria para o complexo latente. Os principais contatos
entre a regido a1 no forearm com a MSTN (c), entre o lasso latente no forearm e o superior
e inferior finger na MSTN (d), entre o a2 no forearm e o superior finger na MSTN (e) e a
regido 31 do arm com o superior finger (f). As cores na figura (a) e (b) representam a
frequéncia de contatos entre os dominios. Os residuos marcados em sao hot spots para o
complexo latente. Para os contatos entre a o forearm-MSTN (a), a regido | mostra os
contatos entre o dominio a2 no forearm (L81 — Y94) com o superior finger da MSTN (1360 —
D370), a regido Il mostra os contatos entre a final do dominio a1 no forearm (L61 — L66)
com a regiao pre/wrist hélice na MSTN (F315 — H325), a regido Ill mostra os contatos entre
o lasso latente no forearm (E67 — 172) com o meio do inferior finger (W295 — K305) e a
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regido IV mostra os contatos entre a regido a1 no forearm (Q46 — 158) com o inicio do
inferior finger (H275 — F290). Para os contatos entre o arm-MSTN (b), a regido V mostra os
contatos entre o superior finger (G355 — P365) com a regido 1 no arm (T115 — S125).

Inicialmente foram analisadas as interagdes entre o arm e a MSTN. Focando
na Figura 7b, observou-se que a regido apresentou poucas interagdes com a MSTN,
0 que condiz com a baixa energia de interagdo arm-MSTN (~ -74 kcal mol'). Os
principais contatos foram observados somente entre a regido 1 do arm com o
superior finger da MSTN (regido V na Figura 7b). Dessa forma, os resultados
conjuntos de contatos e AGaq confirmam que a regido arm n&o apresenta grande
contribuicdo em inibir a MSTN; apenas os residuos T117 — T123 (regido (1)
mostraram contatos significativos com a MSTN ao longo da trajetéria. Algumas
interacdes importantes que podem ser destacas incluem 1118 e« Y361 (82%), M121
eee |1359 (77%), T117 <+ Y361 (76%), 1119 <=+ I359 (71%) € 1118 e+ 1360 (66%) (ver
Figura 7f com as interacodes).

Analisando os residuos da regido 31 que interagiram com a MSTN, destacam-
se a natureza hidrofébica da cadeia lateral da lle e da Met, as quais interagiram por
meio de contatos hidrofébicos com o secbutil da cadeia lateral das lle no superior
finger da MSTN. Além disso, um forte contato polar foi observado entre a hidroxila do
fenol da cadeia lateral da Y361 e a carbonila da cadeia principal da T117 (Figura 7f).
Apesar da baixa interagao entre o arm e a MSTN, a regido no superior finger onde ha
os contatos com a regido 1 € associada como o um dos sitios de interagdo da MSTN
(sitio tipo Il) com os receptores transmembranas. Dessa forma, os resultados indicam
que é possivel empregar tanto residuos polares quanto apolares no desenvolvimento
de novos peptideos terapéuticos que apresentem uma interagao eficiente com o sitio
do tipo Il da MSTN visando bloquear a transducéo do sinal a célula.

Agora, em relacdo a interagcéo entre o forearm e a MSTN, diversos contatos
com alta frequéncia foram observados, o que reforca a proposta de que a natureza
inibitéria do prodominio da-se principalmente pelo forearm. A Figura 7a mostra a
frequéncia de contatos entre a MSTN e o forearm para o complexo latente. Analisando
as interacdes entre os dominios observou-se que houve diversos contatos com baixa
frequéncia (< 40%), no entanto, algumas regides destacaram-se por apresentar uma
alta frequéncia de contatos (regides | — 1V), logo espera-se que os aminoacidos do
forearm nessas regides demonstrem ser importantes para manter a forma inativa da
MSTN.
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Focando nos residuos que compde cada regiao em destaque, a regiao |
representa os contatos entre os residuos 177 — Y94 no forearm (regiao a2) e 1360 —
D370 na MSTN (superior finger), o que pode ser associado com a fung&o dos residuos
na regido a2 de bloquear o sitio do tipo Il da MSTN (Figura 7e). A regido |l representa
os contatos entre os residuos L61 — L66 (final da regido a1 no forearm) e F315 — H325
(regiao pre/wrist hélice na MSTN), demonstrando a fungao dos aminoacidos na regiao
a1 de bloquear a formagao da a hélice na MSTN (Figura 7c). Também, destaca-se a
regido Ill na qual observa-se a interagédo entre os residuos E67 — 172 (lasso latente) e
W295 — K305 (meio do inferior finger), essa interagdo mostra a fungao da regiao lasso
de conectar o a1 e a2 de forma a manté-los na conformacdo mais adequada para
bloquear os sitios do tipo | e Il, respectivamente (Figura 7d). Por fim, a regido IV mostra
os contatos entre os residuos T48 — A55 (regido a1) e H275 — F290 (inicio do inferior
finger), demonstrando a acado dessa regidao do forearm em bloquear o sitio tipo | da
MSTN (Figura 7c).

A partir da analise dos contatos foi possivel desenvolver uma ideia inicial acerca
das principais regidées no arm e forearm que agem inibindo a MSTN. Dessa forma,
para fornecer um maior suporte a analise dos contatos, foi realizado uma
decomposicao da energia livre de interacéo calculada com o método MM-GB/SA. O
quadro 2 mostra os residuos com uma contribuigdo para a energia de interagao < -1
kcal mol' (hot spots) (Grosdidier; Fernandez-Recio, 2008; Kortemme; Kim; Baker,
2004; Quintanilha; Santos, 2024, 2023), os quais foram identificados para o complexo
latente nos ultimos 100 ns da simulagao de DM. Por fim, ao comparar os residuos no
Quadro 2 com os contatos mostrados na Figura 7, foi possivel identificar os principais

residuos que contribuem para estabilizar o complexo proteico.
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Quadro 2 — Hot spots calculados, usando o método MM-GBSA, para a interagao

entre o forearm e o arm com a MSTN no complexo latente.

Dominio Regido Hot spots
I 177, L80, L81, L90, Y94
Il L61, S62, L64, R65, L66

Forearm I A69, P70, I72
AV T48, K49, S51, R52, 153, A55
- W44, R45, 156, K57, 158, 160, K74, V96, Q97
Arm \Y T117, 1118, 1119, T120, M121, T123

- Y111, H112, T114, T115, E116, F142, R263, R266

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: Todos os calculos foram realizados para interacao forearm-MSTN e arm-MSTN. Os
residuos selecionados como hot spots apresentam contribuigdo para o AG,q < -1 kcal mol™.
Os residuos foram agrupados de acordo com as regides destacadas na Figura 7, e os que
nao apareceram em nenhuma das regides foram marcados por “-“. Todas as analises foram
realizadas nos ultimos 100 ns da trajetoria para cada replica. O calculo MM-GBSA foi feito

usando um passo de 0.2 ns (=500 frames) e igbh=2.

Focando nos hot spots do forearm (Quadro 2), observou-se que a maior parte
dos aminoacidos (60%) apresentam cadeia lateral apolar, indicando que a principal
fonte de estabilizacdo da interagdo MSTN-forearm é composta por contribuicbes de
van der Waals (VDW). Dentre os 26 residuos identificados como hot spots, Leu e lle
se destacaram aparecendo 12 vezes como sendo importantes para estabilizar a
interacao entre esses dominios. Além disso, € importante destacar que a maior parte
desses hot spots estéo localizados nas regides destacas na Figura 7a, indicando que
esses contatos frequentes sdo importantes para manter o forearm fortemente
interagindo e bloqueando os sitios da MSTN. Entretanto, € importante ressaltar que
foram monitorados os contatos “nativos”, ou seja, novos contatos podem ser formados
ao longo da trajetoria os quais ndo séo detectados nessa analise. Com isso, a analise
de hot spots pode ser usada como uma forma adicional de identificar e agregar novos
residuos ao grupo de aminoacidos que estabilizam a interagao desses dois dominios
proteicos. Dessa forma, uma analise conjunta das duas técnicas deve ser feita para
uma melhor interpretagao dos resultados fornecidos pelas simulagoes.

Em relacdo aos hot spots na regidao arm, 15 residuos foram identificados por
contribuir para estabilizar a MSTN no complexo latente. Dentre esses residuos

observa-se uma mistura de residuos polares e apolares (principalmente Thr e lle) que
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interagem com a regiao do superior finger da MSTN. De maneira similar ao que foi
observado para interagao forearm-MSTN, notou-se que alguns hot spots coincidem
com as regides de alta frequéncia de contatos. No entanto, para a interagdo arm-
MSTN a maior parte dos residuos que atuaram como hot spots ndo estdo presentes
na regiao de maior interacdo do arm com a MSTN.

A partir dos resultados discutidos até esse ponto com a analise do complexo
latente, é possivel definir os parametros a serem monitorados (hot spots e frequéncia
de contatos) para os demais intermediarios da cascata de ativagdo da MSTN humana.
Logo, a analise de frequéncia de contatos entre o arm e a MSTN foi realizada para as
estruturas TLD-p1 e p1-inter, enquanto entre o forearm e a MSTN foram realizados
para todos os sistemas. Os hot spots foram determinados para todos os sistemas.

Em relagao as interagdes entre o arm e a MSTN, a Figura 8 mostra o perfil de
contatos para as interagdes entre essas regides nas estruturas da TLD — p1 (Figura
8a) e p1 — inter (Figura 8b). Os principais residuos observados como contatos
frequentes foram os mesmos vistos para o complexo latente (Figura 7f),
especialmente T177 — M121 e da T123. Esses resultados confirmam que a regiao (31
no arm apresenta acao inibitoria no sitio do tipo Il da MSTN (superior finger), ao formar
uma rede de contatos que bloqueia a interacdo dessa regido com a superficie da
proteina transmembrana (regido | na Figura 8). Além disso, vale destacar que os
residuos apresentam natureza polar e apolar, gerando uma mistura de interagdes a
serem formadas. Além da regido marcada, foram observadas outras interagdes que
estdo associadas ao aumento da flexibilidade e do movimento da proteina apds o
processo de clivagem pela BMP-1/TLD (formando o TLD — p1) e pela perda de um

arm (formando o p1 —inter).
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Figura 8 — Contatos nativos entre a regiao arm e a MSTN para as proteinas TLD —

p1epl—inter.
()

(b)

310

300

290 +

280

N

270
T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 R B, I T W, T TN T T
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

Arm Arm

Frequéncia de
| ! contatos

p T T T 5
0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 (%)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota: Os contatos nativos foram calculados para as estruturas TLD — p1 (a) e o p1 — inter (b)
nos ultimos 100 ns de trajetdria. As regides em branco indicam que ndo houve interagbes
entre os residuos, enquanto as regides com uma coloragao na faixa do azul ao ciano
indicam que houve interagdes de baixa duragéo (< 40%), ou seja, as interagbes néo
apresentaram influéncia significativa na estabilizagdo da proteina. As regides com cores na
faixa do verde ao vermelho indicam que os residuos do arm e da MSTN interagiram mais do
que 50% do tempo de simulagéo, e, portanto, sdo associados como regides que contribuem
para a estabilizacdo da proteina.

Quanto as interacbes entre o forearm e a MSTN, foram monitorados os
contatos entre as duas regides ao longo de todas as simulagbes com objetivo de
observar se os residuos e o tipo de interagdo predominante em cada sitio da MSTN
permanecem constantes ao longo do processo de ativagdo. Dessa forma, caso seja
observado que um residuo ou um tipo de interagdo permanece constante ao longo do
processo, pode-se inferir que o aminoacido apresenta uma estrutura favoravel para
interagir com os sitios da MSTN, de forma que ele pode ser empregado em parte do
desenvolvimento de novos inibidores que possam atuar regulando a concentragéo da
miostatina ativa no organismo.

A Figura 9 mostra o perfil de contatos entre a regido MSTN e o forearm para
cada intermediario ao longo do processo de ativagao. As regides destacadas mostram
as principais interagdes, com um tempo de vida > 40% da trajetéria, que apresentaram
consisténcia ao longo de todo o processo de ativagdo. Analisando os perfis de

contatos mostrados na Figura 9, € possivel observar que nas regides com baixa
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frequéncia de contatos (ciano ao azul) o perfil de interacbes apresenta variagéao
significativa, o que esta associado a flexibilidade da proteina. Sendo assim, nota-se
que os residuos nessas regides n&o sao cruciais na inibicdo da MSTN pois interagem
de forma inconstante. No entanto, nas regides com alta frequéncia de contatos
(variagdo de cor do verde ao vermelho), os residuos do forearm permaneceram
interagindo com a mesma regiao na MSTN ao longo de todo o processo de ativagao,
indicando a relevancia desses aminoacidos em manter o forearm ancorado a MSTN
para inibi-la.

A Figura 9 mostra os principais contatos que ocorreram entre as regides a1l e
lasso latente no forearm com todas as regides da MSTN. As regides | e lll contém as
interagdes entre o lasso latente e as pontas do superior e inferior fingers, de forma
similar como é observado para o complexo latente (Figura 7d). Com isso, pode-se
inferir que essa regido no forearm permaneceu interagindo com o0 mesmo dominio da
MSTN ao longo de todo o processo de ativagado, agindo como um conector entre os
dominios a1 e a2, de forma a manté-los em suas posi¢des para interagir,
respectivamente, com os sitios do tipo | e I da MSTN. Em relagéo as regides Il e IV,
observaram-se contatos entre a regidao a1 no forearm com o inferior finger (IV) e a
pre/wrist hélice (I1) na MSTN. Assim como foi discutido para o complexo latente (Figura
7c), essas interagdes estdo associadas com a funcdo desse dominio no forearm de
bloquear o sitio do tipo | na miostatina e prevenir o rearranjo conformacional para a
formacéo da a hélice, a qual estd associada ao término da cascata de ativacdo da
miostatina. Por fim, destacou-se uma regido adicional na estrutura p2 — inter (Figure
9d - regido V) onde observam-se diversas interagcdes entre os residuos do inicio da
regido a1 no forearm e toda a regiao do inferior finger da MSTN, refor¢gando a afinidade

dessa regido do forearm pelo sitio | da MSTN.
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Figura 9 — Contatos nativos entre o forearm e a MSTN para as estruturas TLD — p1,
p1 —inter, TLD — p2 e p2 — inter.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: Perfil de contatos nativos para a interagédo entre o forearm e a MSTN, ao longo dos
ultimos 100 ns da trajetoria, para as estruturas TLD — p1 (a), p1 —inter (b), TLD — p2 (c) e p2
—inter (d). A regido | mostra as interacdes entre o lasso latente (N71 — VV76) no forearm e o
superior finger (C340 — G355) na MSTN; A regido Il mostra os contatos entre o lasso latente
(E54 — S62) no forearm e a regiao pre/wrist hélice (S310 — A330) da MSTN; A regiao llI
mostra os contatos entre o latente lasso (T68 — 172) no forearm e o inicio do inferior finger
(W295 — K305) da MSTN; e a regiao IV mostra os contatos entre o meio da regiao a1 (S51 —
I56) no forearm e o inicio do inferior finger (H275 — V288) na MSTN. A regido V se destacou
apenas para a estrutura p2 — inter e mostra os contatos entre o inicio da regido a1 (C42 —
S51) do forearm e todo o inferior finger (P285 — A310) da MSTN.

Como foi abordado anteriormente, determinou-se que para a avaliagao das
interagdes entre o prodominio (forearm e arm) e a MSTN sera empregado uma analise
conjunta dos contatos entre esses dominios e a decomposicdo da energia de
interacdo MM-GBSA por residuo. Sendo assim, nesse ponto do estudo foram
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avaliados os hot spots para a interagao forearm-MSTN e arm-MSTN para os demais
complexos ao longo da cascata de ativagao. Entdo, ao comparar as regides com alta
frequéncia de contatos mostradas na Figura 9 e os hot spots obtidos para todas as
estruturas, selecionou-se os residuos do forearm que fortemente interagiram com a
MSTN ao longo de todo o processo de ativagdo. A Figura 10 destaca em verde os
residuos do forearm que atuam como hot spots na interagcdo dessa regido com a

MSTN ao longo de todo o processo de ativagao.

Figura 10 — Hot spots observados para a interagao forearm — MSTN ao longo de

todo o processo de ativagao.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
Nota: Hot spots observados para a interagao entre o forearm e a MSTN para as estruturas
TLD — p1, p1 —inter, TLD — p2 e p2 — inter.

De acordo com a Figura 10, um total de 32 residuos foram identificados como
hot spots, 18 na regido a1, 8 no lasso latente e 6 na regido a2. Focando primeiro na
regido a1, esse dominio interage com o sitio do tipo | da MSTN como observado na
analise dos contatos nativos (Figura 9). Dessa forma, ao analisar os residuos que
compdem essa regido do forearm observou-se que a maior parte se constitui de
aminoacidos com cadeia lateral de natureza apolar (Leu e lle), sugerindo que a
principal via de interagdo entre esses residuos e a miostatina é dada por interagdes
de VDW. Dentre os 18 hot spots na regido a1, apenas T43, T48, A55, Q59 e L66 nao
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apresentaram contatos frequentes com a MSTN em todas as proteinas, o que fornece
suporte a hipétese de que os residuos apolares apresentam uma interagdo mais
efetiva com o sitio do tipo | da miostatina. Dessa forma, em vista de aprimorar as
interagbes de um inibidor baseado na regido a1 do forearm, pode-se utilizar os hot
spots como modelo e os demais residuos podem vir a serem substituidos por outros
aminoacidos (candnicos ou ndo) com longas cadeias laterais apolares.

Em relagdo ao lasso latente, a Figura 10 mostra oito hot spots, no entanto
apenas metade deles possuem contatos frequentes com a MSTN ao longo de todo o
processo de ativagao. Os residuos P70, 172, 177 e L80 sao hot spots que apresentaram
contatos frequentes com a MSTN, indicando que de forma similar a regido a1, os
residuos com natureza apolar possuem maior eficacia para interagir com a miostatina.
Dessa forma, os resultados reforgcam a hipotese de que é possivel realizar um design
de um farmaco baseado em peptideos (peptide-based drug) que contenham residuos
com cadeias laterais apolares as quais possibilitem a interagcdo com o sitio | da
miostatina humana.

Por fim, focando na regido a2 do forearm, seis hot spots permaneceram
interagindo com a MSTN ao longo de todo o processo de ativagao (Figura 10).
Diferentemente das demais regides do forearm, os hot spots na regidao a2 consistem
em uma mistura de residuos apolares e polares. Dentre eles, L90, Y94, V96 e Q97
permaneceram como hot spots e contatos frequentes com o superior finger na MSTN.
Os resultados observados para a interagéo entre essas regides sdo consistentes com
as informacgdes obtidas para as interagdes entre o arm e a MSTN para as estruturas
do complexo latente, TLD — p1 e p1 — inter, e a interagcéo entre o a2 e o superior finger
no complexo latente. Dessa forma, pode-se inferior que em vista de bloquear o sitio
tipo Il da MSTN, é necessario que o inibidor possua a capacidade de interagir tanto
por meio de forcas eletrostaticas e de VDW.

Tendo em vista que o complexo p2 — inter representa uma interacao direta entre
uma regiao do forearm e a MSTN, foi realizado uma simulagéo estendida de 2,5 us
(em replica) para observar se a interagdo entre o forearm e a MSTN permanece ao
longo de simulagdes prolongadas. O mapa de contatos no Apéndice G, exibe um perfil
similar do apresentado na Figura 9d, com uma alta frequéncia de contatos entre os
residuos C42 — 153 na regido a1l e R283 — S310 no inferior finger (regido V).
Adicionalmente, os residuos 160 — L66 no final da regidao a1 formam uma forte rede de

contatos com M50 — 160 no meio do superior finger. Os resultados sugerem que as



64

interagdes mais significativas ocorrem no sitio do tipo | da MSTN, envolvendo a regido
a1 do forearm. Isso implica que a regiao a1 pode servir como um modelo no desenho
de farmacos com base em peptideos. Em relagdo aos hot spots, foram observados os
mesmos residuos na regido a1 mostrados na Figura 10. Dessa forma, foi possivel
concluir que as interagdes entre o forearm e a MSTN se mantiveram fortemente
estaveis ao longo de simulagdes prolongadas.

De acordo com as analises prévias, observou-se que o forearm pode ser
empregado como uma base no desenvolvimento de novos farmacos a base de
peptideos com alvo na MSTN. Os resultados indicam que a miostatina € mantida na
sua forma inativa ao longo do processo de ativagao por meio de uma rede de contatos
que se mantem até a total liberacdo das regides arm e forearm. Dessa forma, pode-
se inferir que o forearm apresenta uma conformacao favoravel para ser usada com
base na proposta de peptideos terapéuticos que atuem bloqueando os sitios do tipo |

e |l da miostatina.

4.1.2 Transformacao da miostatina inativa para a forma ativa

Apo6s a perda completa da interagcdo com o prodominio, a miostatina se
encontra em sua forma livre, no entanto apesar da auséncia de um inibidor a
bloquenado, a proteina permanece inativa (Figura 6g). Logo, fica evidente a
necessidade de um ultimo processo para ativar a MSTN (Figura 6h), o qual consiste
em um rearranjo estrutural da regiao da pre/wrist hélice (E314 — A330) passando de
uma estrutura secundaria de folha B (inativa) para uma estrutura de a hélice (ativa).
Essa ultima transformacao na miostatina, ocorre em vista de liberar o sitio do tipo | da
proteina para que a interagdo com a regido extracelular do receptor transmembrana
ALK4/5 possa ocorrer sem impedimento. Com o objetivo de compreender esse
fendbmeno de mudanga da estrutura secundaria, a proteina foi estudada em sua
conformacao aberta (inativa) e fechada (ativa), de forma a avaliar as interagdes
intramoleculares em cada sistema e com isso identificar os residuos que estao
associados ao rearranjo para a formacao da a hélice.

Levando em consideracao o processo de transformagao da MSTN inativa —
ativa, o fator primordial a ser avaliado € a formagao da a hélice. Em vista de avaliar
essa transformagdo, foi aplicado o algoritmo DSSP para avaliar a tendéncia de

conformagao assumida pela regido P322 — A330 (wrist hélice) na MSTN em sua
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conformacao inativa e ativa ao longo dos 500 ns de simulagéo. Para a forma ativa foi
observado que essa regido da proteina apresenta a conformacéao de a hélice ao longo
de toda a simulacéo, indicando que uma vez que a hélice € formada nao ha tendéncia
de ocorrer um rearranjo conformacional e retornar a conformacao de folha 3.

No entanto, para a forma inativa, em uma das réplicas, foi observado uma
transformacao inicial de folha B para a hélice em uma das cadeias da MSTN. A
transformacao iniciou para os residuos V327B — A330B, os quais mantiveram uma
conformacao estavel de folha B durante os primeiros 300 ns de simulagdo. Porém,
entre 300 — 400 ns de simulagdo essa regiao iniciou um rearranjo conformacional
passando para a estrutura de uma a hélice por ~ 41% da trajetéria. Ao longo dos
ultimos 100 ns, a conformagdo em hélice aumentou para 84% da trajetéria. Dessa
forma, os resultados sugerem que a transigao de folha 3 para a hélice requer um longo
tempo de simulagdo para iniciar, no entanto €& espontaneo essa mudancga
conformacional. Sendo assim, o processo aparenta ser energeticamente favoravel,
com os residuos tendendo a permanecer na conformacgao de hélice uma vez que a
acessam. Para mais detalhes dessa transigdo observada, consulte o apéndice H.

Em vista de observar se esse fenbmeno apresenta tendencia de retornar a
conformacao de folha (3, realizou-se as simulagdes prolongadas (em replica) de 2,5
ps. O algoritmo DSSP foi empregado para a estrutura inativa em vista de monitorar o
progresso da formagao da a hélice no segmento V327B — A330B, e para a estrutura
ativa em vista de monitorar a estabilidade da hélice apés formada. O Apéndice |
mostra os resultados do DSSP obtidos na analise dos ultimos 500 ns das simulagdes
prolongadas para a estrutura inativa (Apéndice | — Figuras a,b) e ativa (Apéndice | —
Figuras c,d). Para a estrutura inativa foi observado que o segmento V327B — A330B
permaneceu com a conformacao de a hélice por > 90% do tempo de simulagao apds
ser formada (Apéndice | — Figuras a,b), contudo os demais residuos dessa regido nao
tendem a assumir essa mesma conformacgao. Esses resultados indicam que
possivelmente ha uma barreira que necessita ser transpassada para que a a hélice
seja totalmente formada, e que a energia na simulagao classica néo é suficiente para
que o fenbmeno ocorra totalmente. Em relagdo a conformacao ativa, a hélice nao
apresenta tendéncia a retornar a conformagao de folha B mesmo apds longos
periodos de simulagao, o que indica a alta estabilidade da conformacéo ativa.

Em relacéo a estrutura da miostatina livre, na auséncia do forearm, o sitio do

tipo Il, localizado na regidao exposta ao solvente da MSTN (Apéndice A), se torna livre



66

para interagir com o dominio extracelular da AcvR2A/B. No entanto o sitio do tipo |
permanece bloqueado enquanto a proteina ndo assume a sua conformagao ativa,
dessa forma € importante avaliar as interagbes entre a regido pre/wrist hélice com a
outra cadeia da MSTN em sua conformacao ativa e inativa. Por meio dos resultados
dessa analise sera possivel identificar os residuos chave que interagem com essa
regido mantendo-a inativa na conformacdo de folha B. Por fim, a partir desses
resultados sera possivel propor modelos de farmacos que atuem no bloqueio da
formacéao da hélice e consequente na ativacdao da MSTN.

A Figura 11 mostra os contatos entre as cadeias A e B da MSTN nas
conformacgdes inativa (Figura 11a,c) e ativa (Figura 11b,d). Comparando as Figuras
11a e 11b, observa-se uma diferenca significativa entre o perfil de contatos para cada
conformacao da MSTN. A regido | no perfil de contatos mostra as interagdes entre a
wrist hélice e o inferior finger da cadeia oposta, enquanto a regido Il mostra as
interacdes da wrist hélice com o superior finger. Ao analisar esses perfis, torna-se
evidente que a conformacéo inativa apresenta poucos contatos (tempo de vida < 40
% da trajetdéria) entre as cadeias. Sendo as interagées de maior intensidade
localizadas fora das regides associadas a formacgao da a hélice (Figura 11c), o que
indica que a conformacéo inativa ndo ha uma forte atracado entre a wrist hélice e a
cadeia oposta, de forma que a proteina assume uma conformagao aberta que
impossibilita a interagdo com a proteina tipo I. No entanto, essa conformacao aberta
com baixas interagdes entre as cadeias gera a formacédo de uma vacéancia na qual
moléculas pequenas podem se ancorar o que resultaria no bloqueio da formacéao da

hélice e manteria a proteina em sua forma inativa.
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Figura 11 — Perfil de contatos nativos entre as cadeias A e B da MSTN para a forma

ativa e inativa nos ultimos 100 ns de simulacgao.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota: Figura (a) apresenta os contatos nativos para a conformacéo inativa e a (b) para a
conformacao ativa da MSTN calculado nos ultimos 100ns de trajetéria. As regides marcadas
em vermelho no perfil de contatos sao as interfaces entre o dominio wrist hélice e o inferior
(regido 1) e superior (regido 1) fingers. (c) Representa os principais residuos que interagem
entre as cadeias para a MSTN inativa. (d) Representa os principais residuos que interagem
entre as cadeias para a MSTN ativa. A intensidade das cores nas figuras (c) e (d) indicam a
frequéncia de contatos ao longo da trajetdria.

Em contraste, para a conformacgéo ativa, a Figura 11b mostra um aumento dos
contatos entre a wrist hélice e a regido dos fingers, indicando que a formagéo da a
hélice promove a compactagao da estrutura da proteina, o que por sua vez aumenta
as interagoes intercadeias como pode ser visto na Figura 11d. Com isso, é evidente
notar que a mudanga conformacional da estrutura ativa para inativa gera uma
mudanca significativa no perfil de contatos entre as cadeias da proteina. Ou seja, o0s
resultados mostram que a formacéao da a hélice requer uma mudancga conformacional

total da proteina, o que leva tempo, mas permanece sendo espontanea. Além disso,
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observou-se que essa transformagao da miostatina para a sua forma ativa pode ser
um novo alvo de moléculas pequenas que podem se alojar essa regido entre a wrist
hélice e os fingers de forma a bloquear o rearranjo.

Baseado no perfil de contatos e na tendencia de formagdo da a hélice,
observou-se que um inibidor com alvo na MSTN livre pode ser proposto de diferentes
formas de acordo com o seu alvo (forma ativa ou inativa). Considerando o sitio do tipo
| como o meio dos fingers, como é observado experimentalmente, pode-se inferir que
a formacéo da hélice é crucial para liberar o acesso do sitio a ALK4/5. Se o alvo do
inibidor for a forma inativa, espera-se que o ancoramento ocorra entre a regiao da
wrist hélice e os fingers, na regido a qual o dominio a1 do forearm ocupa nas formas
inativas da proteina, de forma a impedir a formacao da hélice. Enquanto, se o alvo for
a forma ativa, a droga devera interagir com a a hélice de forma a bloquear a interagéo

com o receptor tipo | na superficie do sarcolema.

4.1.3 Principais fatores que um inibidor efetivo da MSTN livre deve

apresentar

A partir dos dados apresentados e das analises realizadas, observou-se que
certos residuos interagem fortemente com a regido que ira originar a miostatina
durante todo o processo de ativagdo. Em destaque tém-se o forearm, o qual
demonstrou possuir uma acgao primordial de interagir com ambos os sitios da MSTN
(tipo I e Il), tornando-o um modelo promissor para o desenvolvimento de novos
farmacos. Os resultados indicam que, durante o processo de ativagao, a regiao a1 do
forearm bloqueia o sitio do tipo |, enquanto a regido a2 bloqueia o sitio do tipo II. Além
disso, apos o fim da cascata de ativacao e a desagregagao da MSTN do prodomino,
ocorre um processo final de ativagao que consiste em um rearranjo para a formagao
da a hélice na miostatina e consequentemente a liberagao do sitio tipo | para interagir
com o receptor. Dessa forma, ao compilar os resultados obtidos, observou-se que a
completa formagdo da miostatina livre e ativa consiste em um processo espontaneo,
porém lento, o que indica a possibilidade de moléculas atuarem como atenuantes
desse processo de ativagao.

Com base nas informag¢des apresentadas, trés estratégias foram propostas
como formas de design de inibidores para a miostatina, variando de acordo com o alvo

durante o processo de ativagdo e com o sitio. As estratégias consistem em inibir o
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sitio tipo I, Il e a formagao da a hélice na MSTN livre. Em relagdo aos sitios 1 e Il, o
desenvolvimento de drogas baseadas em peptideos destacou-se como uma via
promissora na proposta de farmacos. Dessa forma, usando as regides a1 e a2 do
forearm como base, propés-se um modelo geral para o desenvolvimento de farmacos
que atuem interagindo com os epitopos da MSTN de forma a bloquear a interagao
com as proteinas transmembranas (Figura 12) e consequentemente a transdugao do
sinal para a célula o que ocasionaria a redugao do crescimento muscular. A Figura 12
mostra um modelo geral proposto para ser usado como base na construgdo de
peptideos terapéuticos com alvo na miostatina livre. Os residuos em verde na Figura
12 sdo essenciais e devem ser preservados na construgao dos inibidores, enquanto

os residuos em vermelho devem ser substituidos com os aminoacidos indicados.

Figura 12 — Modelo geral para o desenho de inibidores com alvo nos sitios tipo | e |l

da miostatina humana.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota: Os modelos para desenho de inibidores para o sitio tipo | e Il foram construidos
usando como base a regido a1 e a2 do forearm, respectivamente. Os residuos marcados
em vermelho séo passiveis de serem substituidos pelos aminoacidos indicados, enquanto
os residuos em verde devem ser mantidos na droga.

Em relagéo ao sitio tipo |, um inibidor deve ser capaz de interagir por meio de
contatos de natureza polar e apolar, por outro lado, para o sitio de tipo | € necessario
residuos que interajam majoritariamente por meio de forgas apolares. Em ambos os

casos, a estrutura de a hélice do peptideo deve ser mantida para que a afinidade com
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os sitios da MSTN seja eficaz (Figura 12). As duas estratégias apresentadas para inibir
os sitios | e Il focam no design de inibidores que podem bloquear a interagao
simultdnea, ou ndo, dos sitios com dominios extracelulares dos receptores
transmembrana. Por fim, a ultima estratégia consiste na proposta de moléculas
pequenas, tais como produtos naturais, que possam atuar como inibidores da
formagdo da a hélice durante o ultimo processo de ativagdo da MSTN. Esses
inibidores podem ancorar entre a regido pre/wrist hélice e os fingers, impedindo a o
rearranjo conformacional da folha 3 para a a hélice. Devido a natureza dos residuos
observados nessa regiao da MSTN (lle, Leu, Phe, Val e Tyr), é recomendado que os
inibidores possuam grupos hidrofébicos em sua composi¢cao em vista de aumentar as
interagdes ndo polares com os residuos chave dessa regido. Por fim, vale ressaltar
que todos os inibidores propostos devem ser reversiveis, pois apesar de estar
associada ao aumento da atrofia muscular, a miostatina também auxilia na
manutengdo do tamanho e populagcédo das fibras musculares, de forma que a total
inibicdo da via pode resultar em efeitos colaterais indesejados.

Comparando os inibidores propostos nessa etapa com os disponiveis na
literatura, observa-se diversas semelhangas, e alguns resultados novos obtidos no
estudo. Takayama e colaboradores desenvolveram uma série de estudos
experimentais que focam em identificar e avaliar a acdo de pequenos peptideos
derivados da regido do forearm e da folistatina como inibidores da MSTN (Rentier et
al., 2019; Saitoh et al., 2020; Takayama et al., 2015, 2016, 2017, 2019, 2022). Os
trabalhos desse grupo chegaram a algumas conclusdes importantes: (l) lle e Leu sao
residuos chave na interagao entre os inibidores e o sitio tipo | da MSTN; (lI) W44 e
AS55, localizadas no inicio da regido a1, podem ser substituidos por residuos néo
candnicos ou de maior caleia lateral apolar (ex: triptofano); (lll) A conformagao
espacial, preferencialmente uma a hélice, se demonstrou crucial para uma ancoragem
efetiva no sitio do tipo I; (IV) peptideos ciclicos e lasso peptideos, destacaram-se,
como potencial linha de inibidores para a MSTN livre. De forma geral, todos esses
resultados experimentais suportam os dados obtidos em silico, a partir da analise
sistematica das interagdes entre os dominios das proteinas envolvidas no processo
de ativacdo da miostatina. Dessa forma, a proposta de um modelo para o
desenvolvimento de inibidores mostrada na Figura 12 se destaca como uma forte
referéncia a ser usada no design sistematico de farmacos com alvo na MSTN, sendo

a via de inibicdo como uma regiao especifica da proteina ou nao.
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4.2 Processo de inibicao endégena

ApOs a liberacdo da miostatina em sua forma livre e ativa a proteina tende a
interagir com os receptores transmembrana para propagar o sinal. No entanto como
foi discutido anteriormente, a MSTN pode ser bloqueada por meio do inibidor
endogeno folistatina (FST). Em relagdo aos complexos com a FST, espera-se que a
interagdo ocorra de forma efetiva quando uma molécula da miostatina interage com
duas moléculas da FST (Cash et al., 2009), de forma que o inibidor envolva a MSTN
e exerga um bloqueio estérico em seus epitopos ativos (Figura 13a), no entanto, nédo
€ conhecido se a formagcdo do complexo ocorre de forma “concertada” com a
miostatina complexando simultaneamente com duas estruturas da FST ou em etapas
formando um intermediario MSTN:FST — 1:1 (Figura 13b). Dessa forma foram
realizadas simula¢des de DM, usando o mesmo protocolo aplicado para o processo
de ativacéo, em vista de avaliar a estabilidade dos complexos entre as duas proteinas
em ambas as proporgdes. Sendo assim, foram realizadas simulagdes com complexos
formados entre a MSTN ativa e a FST na propor¢ao 1:1 e 1:2 (MSTN:FST) e os
mesmos sistemas com a MSTN inativa (Apéndice J), com intuito de observar se ha
preferéncia para a formagao do complexo antes ou apds o rearranjo para formagao

da hélice discutido na sec¢ao 4.1.2.
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Figura 13 — Estruturas dos complexos formados pela Miostatina ativa e a Folistatina

nas proporgdes 1:2 e 1:1.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).
Nota: Estrutura dos complexos da MSTN em sua forma ativa complexada na proporgao 1:2
MSTN:FST (a) e complexada na propor¢édo 1:1 MSTN:FST (b).

Todos os complexos entre a MSTNativasinativa € as diferentes propor¢des da FST
foram construidos e simulados em condicdes fisiolégicas. Apds entrar em equilibrio
(ver Apéndice K) foram analisados os contatos entre as proteinas e as energias de
estabilizacdo advinda da formag¢ao do complexo. A Figura 14 mostra a flutuagédo média
de cada residuo (RMSF) da miostatina ao longo dos ultimos 100 ns de simulagédo em
diferentes sistemas, sendo a MSTN ativa livre e os complexos MSTN:FST na
proporgao 1:1 e 1:2. Analisando os resultados, nota-se que, assim como esperado, a
presenca da FST esta associada a formagao de diversas interacdes que estabilizam
o complexo com a miostatina e podem ser identificadas por meio da variacido da
flutuacdo individual dos residuos. Ao analisar o RMSF em cada sistema, alguns
fendmenos se destacam ao comparar a MSTN livre com os complexos com a FST.
Primeiramente, em relagéo as cadeias A e B da MSTN livre observa-se que ha uma
flutuagéo elevada nas regides D267 — H275, A330 — C340 e M350 — P365, as quais
estdo associadas, respectivamente, a regido N-terminal da MSTN, a regido
interna/estrutural da proteina (dominio entre a regido wrist hélice e o superior finger)
e ao sitio tipo Il da MSTN.
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Figura 14 — RMSF da MSTN ativa em sua forma livre, complexada com uma e duas

moléculas de FST.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).
Nota: RMSF das estruturas da MSTN em sua forma ativa, complexada na proporgao 1:1
MSTN:FST e complexada na proporcao 1:2 MSTN:FST.

Sendo assim, em vista de avaliar se ha necessidade de duas moléculas do
inibidor para bloquear a miostatina, foram construidos dois complexos moleculares na
proporgcao 1:1 e 1:2de MSTN:FST. Na Figura 14, pode ser visto o RMSF da miostatina
para os complexos com uma e duas moléculas da FST, e assim é possivel comparar
com a flutuagdo observada para proteina livre. Quanto as regides que foram
mencionadas anteriormente por apresentarem maior flutuacdo na miostatina livre, a
regido do sitio tipo Il da MSTN foi a que sofreu maior efeito da complexagao, o que
indica que a formacdo do complexo com a FST gera um efeito significativo na
movimentacao dos residuos nesse epitopo da miostatina. Analisando os complexos
em questao, para a formagao do complexo MSTNativa— FST, observou-se que a regiéo
onde a FST estava interagindo (cadeia A) sofreu uma redugdo significativa na

flutuagéo dos residuos da regido do sitio do tipo Il (destacado em verde) enquanto na



74

cadeia B esse efeito nao foi observado. Ademais, para o complexo MSTNativa — FST2
observou-se esse efeito nos sitios ativos do tipo Il em ambas as cadeias, além de uma
diminuicdo global da flutuagdo dos demais residuos. Com isso, pode-se inferir que &
necessario a interacdo com duas moléculas da FST para um total bloqueio da
interacdo da miostatina com seus receptores. E também possivel concluir que a
interacdo com uma das moléculas do inibidor ja causa um efeito significativo na MSTN
ao ponto de reduzir a eficacia de sua interacdo com o receptor por meio de um
bloqueio estérico.

Similarmente, foi complexado a miostatina em sua conformacgao inativa com a
folistatina nas proporgdes 1:1 e 1:2 (Apéndice J) de forma a comparar o efeito gerado
na estrutura da MSTN inativa pela folistatina, e auxiliar a entender se ha preferéncia
pela formagado do complexo com a forma ativa ou inativa da MSTN. Primeiramente
avaliou-se o0 RMSF para esses complexos, como pode ser observado na Figura 15.
Similarmente ao observado na Figura 14 para a complexagdo com a MSTN ativa,
também foram observadas as mesmas regides com alta flutuagdo na miostatina, com
adicdo para a regiao de wrist hélice, o que esta associado a sua conformacgao em folha
beta na MSTN inativa. Ao analisar o efeito de complexag¢ao da miostatina inativa com
as moléculas da FST, observou-se a mesma redugédo na movimentagao dos residuos
na regiao do sitio do tipo Il da MSTN, tanto para o complexo MSTNinatva — FST quanto
para MSTNinatva — FST2. Sendo assim, até esse ponto pode-se inferir que, avaliando
apenas o efeito estérico,b a FST atua envolvendo a MSTN e interagindo
majoritariamente com o sitio do tipo Il de forma a bloquear a sua interagdo com a
AcvR2B. Dessa forma, para avaliar quais residuos que promovem essa forte interacéo
com o sitio tipo Il analisou-se o perfil de contatos da FST com a miostatina ativa e

inativa nos diferentes complexos avaliados.



75

Figure 15 — RMSF da MSTN inativa em sua forma livre, complexada com uma e

duas moléculas de FST.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025)
Nota: RMSF das estruturas da MSTN em sua forma inativa (a), complexada na proporg¢ao
1:1 MSTN:FST (b) e complexada na propor¢ao 1:2 MSTN:FST.

A Figura 16 mostra o perfil de contatos nativos entre a miostatina e a FST nos
diferentes complexos mostrados na Figura 13 e no Apéndice J. Comparando os quatro
perfis de interacdo entre a MSTN e a folistatina, observa-se uma similaridade nas
regides de maior e menor contato em cada um dos complexos. Na regido ND da FST
(G30 — E93), observam-se interagdes fracas (< 30%) com todos os dominios da MSTN
quando complexada em sua forma inativa (Figura 16a,b), enquanto para os complexos
com a forma ativa da MSTN esses contatos se formaram em maior parte com as
regides do inferior finger e a wrist hélice. Essas diferengas nas interagdes se deram
majoritariamente devido ao arranjo da MSTN inativa que apresenta a regido de hélice
em arranjo de folha beta, o que proporciona uma maior regido para interagao, o que
se estende também a interagdes com o dominio FDS1. Ja nos complexos com a

MSTN ativa (Figura 16c¢,d), a regido de pré/wrist hélice da MSTN esta recolhida no
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arranjo de alfa hélice e por isso as interagdes com a regido ND da miostatina foram

mais centradas na regiao Il e no inferior finger.

Figure 16 — Contatos nativos entre a MSTN ativa e inativa com a FST nas
proporgdes 1:1 e 1:2 (MSTN:FST).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota: Figura (a) apresenta os contatos nativos para a interagéo entre a MSTN e inativa e 1
molécula da folistatina, (b) apresenta os contatos nativos para a interagao entre a MSTN
inativa e 2 moléculas da folistatina, (c) apresenta os contatos nativos para a interagao entre
a MSTN ativa e 1 molécula da folistatina, (d) apresenta os contatos nativos para a interagéo
entre a MSTN ativa e 2 moléculas da folistatina. Todos os contatos foram calculados nos
ultimos 100ns de trajetéria para cada replica. A regido marcada em vermelho no perfil de
contatos representa a regiao de interacao entre o dominio FSD2 da folistatina e o sitio do
tipo Il da MSTN. A intensidade das cores nas figuras indica a frequéncia de contatos ao
longo da trajetéria.

Quanto aos demais contatos, tem-se que as interagcdes de maior intensidade e
duracao (> 50 %) se concentraram na regido de interagdo entre o superior finger da

MSTN com o dominio FDS2 da folistatina, o qual pode ser visto na regiao | da Figura
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16. De acordo com esse perfil de interacdes, é possivel justificar o efeito observado
nas Figuras 14 e 15 onde a regido do superior finger da MSTN se tornou mais rigida
ao complexar com a FST, o que pode ser associado as interacbes formadas com o
dominio FDS2 da mesma, de forma que os residuos travaram a sua movimentacéao.
Além disso, ao comparar as regioes | nos quatro perfis de interagao, observa-se uma
maior intensidade (regido vermelha == interagdes com duragdo ao longo de toda
trajetdria) de contatos no complexo MSTN(ativay— FST2 0 que mostra que a FST formou
interagbes mais estaveis com o arranjo ativo da MSTN que o inativo, o que esta de
acordo com o esperado, pois todos os complexos obtidos da MSTN e homdlogos com
a FST observa-se a conformacgao ativa interagindo com o inibidor.

Além da analise de contatos, é importante avaliar o perfil de energia de
interacdo entre a MSTN e a FST. Para isso realizou-se o calculo da energia GBSA
para todos os sistemas MSTN — FST discutidos anteriormente. A Tabela 5 mostra a
energia de interagao entre a MSTN ativa/inativa e a folistatina nas proporcoes 1:1 e
1:2. Analisando os valores de AGaq para o complexo MSTNativa - FST2 € MSTNinativa -
FST2 foram observados valores de energia similares, sendo -235 + 26 kcal mol' para
o complexo com a MSTN ativa e -211 + 1 kcal mol-' para a miostatina inativa. Com
isso, é possivel inferir que em questao de estabilidade estrutural, a FST nao apresenta
diferencga significativa ao complexar com a forma ativa ou inativa da MSTN, indicando
que o rearranjo estrutural da MSTN para formar a a-hélice ndo € necessario para que
a folistatina possa complexar e inibir a progressdo do sinal da via. Em relacdo a
estabilidade dos complexos MSTNatva — FST € MSTNinatva — FST € visto um efeito
similar na energia, com valores de interagdo de -117 + 9 kcal mol-' e -131 + 9 kcal mol-
1, respectivamente. Em relacao aos valores absolutos, € visto que a complexagao com
a MSTN na proporgao 1:1 é aproximadamente a metade do valor observado com a
interacdo 1:2 indicando que as moléculas de FST nao interagem entre si, de forma
que a estabilizagdo do complexo MSTN-FST2 ocorre majoritariamente pelas

interacoes entre a MSTN e a FST e nao por interagcdes entre as moléculas do inibidor.
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Tabela 5 — Energia livre de interacédo em fase aquosa (AGag) obtida com o método
MM-GBSA para a interagdo MSTN — FST.

Complexos Energia média
MSTNativa- FST2 -235 + 26
MSTNativa- FST -117 £ 9

MSTNinativa- FST2 211 £ 1
MSTNinativa- FST -131+9

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota: Todos os valores de energia estdo em kcal mol™. O AGaq (=AGyqw. + AGele + AGso))
representa a média da energia livre de interagdo, em fase aquosa, para os complexos
MSTN ativa/inativa — FST nas proporgées 1:1 e 1:2, respectivamente. Todas as energias
foram calculadas nos ultimos 100 ns da trajetéria com um passo de 0,2 ns (=500 frames) e
igb = 2 usando o método GBSA. Os valores de energia representam a média e o desvio
padrao entre as duas réplicas.

Ainda em relagao a energia de interagcédo entre a FST e a MSTN nos diferentes
complexos, € possivel notar que o valor absoluto do AGaq calculado nado evidencia os
residuos que contribuiram para estabilizar esses complexos. Com isso, a Figura 17
mostra os hot spots para cada um dos sistemas em questdo. Dessa forma € possivel
analisar o modo de interagcao entre as proteinas e as regides que efetivamente
contribuiram mantendo o complexo estavel. Na Figura 17 € possivel observar quatro
graficos distintos de acordo com cada regido da FST. Os graficos foram construidos
com objetivo de destacar os hot spots, em cada dominio, que se mantiveram constante
ao longo de todos os sistemas, com isso é possivel inferir que estes sao cruciais na
estabilidade da interacao entre a MSTN e a FST. Sendo assim, na regiao inferior de
cada grafico pode ser visto a relagdo entre os complexos e na parte superior indica
quantos hot spots estao relacionados a esses complexos. A exemplo, na Figura 17a
nota-se que ha 10 residuos que foram hot spots para todos os complexos, 1 hot spot
simultaneo entre MSTNativa — FST, MSTNinatva — FST € MSTNinativa — FST2, 3 hot spots
simultédneos entre MSTNinatva — FST € MSTNinatva — FST2, etc. Para mais detalhes
quanto aos residuos que atuaram como hot spot em cada complexo veja o Apéndice
L.
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Figura 17 — Hot spots calculados com o método MM-GBSA para todos os complexos

envolvendo a interacdo MSTN — FST.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota: A Figura mostra graficos para cada um dos quatro dominios da FST e em quais
complexos com a MSTN eles atuam como hot spots. (a) Hot spots para o dominio N-
terminal, sendo que os residuos L34, R35, L45, Y46, R60, N73, F76, K77, 180 e F81
atuaram como hot spots nos 4 complexos, os residuos V44, M79 e K47 atuaram como hot
spots em trés complexos, os residuos T48, T58, G59 e L61 atuaram como hot spots em 2
complexos e os residuos V70, N71, L75, S62 e N82 atuaram como hot spots em apenas 1
complexo. (b) Hot spots para o dominio FDS1, sendo que L134, D135 e P154 atuaram como
hot spots para todos os complexos, os residuos R115, Q153 e E155 atuaram como hot
spots em 3 complexos e o residuo K104 atuou como hot spot em apenas 1 complexo. (c)
Hot spots para o dominio FDS2, sendo que os residuos Q183, Y188, V190, R194, L220,
R221, S230, G232 e L233 atuaram como hot spots em todos os complexos, os residuos
D182 e N193 atuaram como hot spots em 3 complexos, os residuos D182 e N193 atuaram
como hot spots em 2 complexos e os residuos T191 C192 e C225 atuaram como hot spots
em apenas 1 complexo. (d) Hot spots para o dominio FDS3, apenas o residuo E309 atou
como hot spots para todos os complexos, os residuos S279, D280, C267 e K278 atuaram
como hot spots para apenas 1 complexo. Para mais detalhes acerca de quais complexos
cada hot spot esta presente veja o Apéndice L.

Ao analisar os graficos para cada complexo é possivel notar claramente que os

dominios ND (Figura 17a) e o dominio FDS2 (Figura 17c) apresentaram a maior
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quantidade de residuos que estabilizaram os complexos com a miostatina. Juntando
todos os complexos avaliados, foram observados 62 hot spots para o dominio ND, 22
hot spots para o dominio FDS1, 49 hot spots para o dominio FDS2 e apenas 8 hot
spots para o dominio FDS3. Dessa forma, nota-se que assim como foi observado nos
contatos nativos na Figura 16, as regides ND e FDS2 sao os principais dominios de
interacdo da FST e estabilizam o complexo com a MSTN. Logo, € necessario avaliar
quais sao os hot spots nas regides ND e FDS2, e como ocorreu as interagdes que
tornaram os complexos estaveis.

Primeiramente focando na Regido ND da FST, nota-se que ela interage
majoritariamente com a regiao relativa ao sitio | da MSTN (Figura 13). Como pode ser
visto na Figura 17 e no apéndice Apéndice L, foram observados 10 residuos como hot
spots em todos os complexos, sendo eles L34, R35, L45, Y46, R60, N73, F76, K77,
180 e F81. Em relagcéo a natureza dos residuos, € interessante notar que assim como
foi observado na interacédo forearm (a1) — MSTN ao longo do processo de ativagéao
(Figura 10), os principais residuos que estabilizaram os complexos MSTN — FST foram
Leucina, Isoleucina, Arginina e tirosina. Com isso, nota-se que a forma de interagao
com o sitio do tipo | da MSTN se mantém aproximadamente igual entre o inibidor
endoégeno (folistatina) e a regido N-terminal no complexo inativo (forearm). Os demais
hot spots no dominio ND ndo se demonstram constantes em todos os complexos, no
entanto € importante ressaltar que foram principalmente compostos por treonina,
valina e leucinas os quais também foram observados como hot spots na regido a1 do
forearm durante o processo de ativagao.

Logo, nota-se que as conclusdes observadas para a natureza de inibicao do
sitio tipo | da MSTN se mantém com a adicdo das simulagcbes com a FST. Sendo
assim as interacdes hidrofobicas prevalecem como a principal forma de interacdo com
o sitio tipo | da MSTN, no entanto algumas interacdes de carga também se destacam,
como pode ser visto na Figura 18. Ao analisar as regides do dominio ND em que os
hot spots se encontram (Figura 18), observa-se que as interagdes se dividem em dois
blocos onde uma parte interage com a regido do inferior e superior finger em conjunto
com a wrist hélice enquanto a outra regido interage com a regiao pre-hélice e o inicio
da cadeia da MSTN. Na regidao que interage com o inicio da MSTN observam-se
principalmente intera¢des polares e de carga, com destaque para as interagdes cation
— 11 (R35 - F268), interacéo de carga (R60 — D267 e R35 — D267), no entanto também

sdo observadas interagdes apolares entre L45 — F317 e L34 — F268. Essas interagdes
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auxiliam no posicionamento da FST e no bloqueio do sitio | da MSTN. Quanto a regiao
do dominio ND que interage com a os fingers e a regiao de hélice, observaram-se
principalmente interagbes apolares (F81 — W295, F81 — W297, F76 — W297, 180 —
W297 e F76 — P322) da regido de hélice do dominio ND com a MSTN, dentre os
residuos da FST a fenilalanina se destacou repetidamente por interagir com diversos
residuos apolares do sitio tipo | da MSTN. Além disso, assim como para a interagao
do forearm com a MSTN, observaram algumas interagdes polares entre o inferior
finger da MSTN e a regido de hélice do ND da FST, com destaque para as interagdes
cation — 11 dos residuos K77 — W295 e a ligagao de H dos residuos N73 — W297.

Figura 18 — Interagdes entre os hot spots do dominio ND da folistatina com a MSTN.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
Nota: Interagbes observadas para os hot spots no dominio ND da FST. Os residuos
marcados em vermelho sio referentes a FST, e os em azul a MSTN.

Em relagdo ao segundo dominio com maior numero de hot spots, a regido FDS2
interage maijoritariamente com o sitio do tipo Il da MSTN (Figura 13). Como pode ser
visto na Figura 17c e no apéndice L, foram observados nove residuos como hot spots
em todos os complexos, sendo eles Q183, Y188, V190, R194, L220, R221, S230,
G232 e L233. Similarmente ao observado para a interagao entre o dominio ND e a
MSTN, os hot spots da regido FDS2 também foram similares aos observados na

regido a2 do forearm que interage com o sitio do tipo Il da MSTN (Figura 10), com
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destaque para os residuos tirosina, glutamina, valina e leucina. Quanto os demais hot
spots que nao foram constantes em todos os complexos (Apéndice L), os principais
residuos foram cisteinas, as quais ainda n&o haviam sido observadas interagindo com
a MSTN nos complexos relativos ao processo de ativagao.

Com isso, observa-se que os residuos do inibidor endégeno que estabilizam a
interacdo com a miostatina s&o similares ao observado no processo de ativagao,
mantendo a natureza das interagdes que estabilizam o complexo. Como pode ser visto
na Figura 19, a interagdo com o sitio do tipo Il ocorre por meio de um misto de
interacdes polares e apolares, com predominancia das interagdes polares. Analisando
as interacbes dispostas na Figura 19, observa-se que os hot spots da FST se
encontram majoritariamente interagindo com o superior finger da MSTN como a
interagcéo entre as tirosinas Y188 — Y361, as forgas de V.D.W entre a V190 — L351 e
interacdes polares (S230 — Q358) e interagbes de carga (R221 — E357). Outras
interacdes também foram observadas com o inferior finger, no entanto os principais
contatos foram observados da regido do superior finger, similarmente a regido a2 do

forearm.

Figura 19 - Interagdes entre os hot spots do dominio FDS2 da folistatina com a
MSTN.

¥

FDS3

Fonte: Elaborado pelo autor (2025)
Nota: Interagbes entre os hot spots do dominio FDS2 da FST com a MSTN. Os residuos em
verde sao referentes a FST e os residuos em preto sio referentes a MSTN.
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A partir dos resultados observados, foi possivel avaliar o modo de inibigao da
FST frente a MSTN em suas formas ativas e inativas. Com isso, foi possivel mensurar
o efeito da formacéo do complexo molecular na estrutura da MSTN, de forma que para
todos os complexos, observou-se uma diminui¢ao da mobilidade da regido associada
ao sitio de interagdo com os receptores do tipo Il (Figuras 14 e 15). Além disso, foi
possivel medir as interagdes principais entre a FST e a MSTN ao longo dos complexos
de forma que foi possivel notar que a regido FDS2 apresenta contatos muito
duradouros com a miostatina, o que justifica a diminuicéo na flexibilidade da proteina,
no entanto esses resultados nao foram suficientes para definir o motivo pelo qual a
FST € um inibidor endégeno muito potente para a MSTN. Logo, calculou-se a energia
de interacdo MM-GBSA para todos os complexos, e observou-se que nao ha uma
diferencga significativa entre os complexos da FST com a miostatina ativa e inativa, de
forma que o inibidor pode agir a qualquer momento em que ocorre a liberagdo da
MSTN do prodominio.

Por fim, com objetivo de compreender quais residuos efetivamente estabilizam
a interagdo com a MSTN, foi realizada a decomposicéo e sele¢ao dos hot spots de
todos os complexos. Com isso, foi possivel observar que a interagdo da FST com a
MSTN ocorre de forma similar ao prodominio mantendo-a inativa, ou seja, a regiao
ND tende a interagir com o sitio tipo | da MSTN por meio de interagbes
majoritariamente apolares, enquanto o dominio FDS2 tende a interagir com o sitio tipo
Il da MSTN por meio de uma mistura de interagcdes polares e apolar. Dessa forma, é
possivel concluir que inibidores da MSTN podem ser propostos de forma que interajam
de forma apolar com a regido do sitio | da MSTN e/ou que se ancorem no sitio Il da
MSTN.

4.3 Interagao extracelular com os receptores transmembrana

Como foi descrito anteriormente, apds a liberagao da miostatina ativa no meio
extracelular é possivel que a proteina forme o complexo com a FST ou que a via de
sinalizagao progrida e ocorra a interacdo com os receptores transmembranas. Sendo
assim, foram avaliadas as principais possibilidades de interagao entre a MSTN e os
dominios extracelulares das proteinas AcvR2A, AcvR2B, ALK4 e ALKS em vista de

determinar os principais pontos de ancoramento da miostatina nesses receptores e a
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natureza da interagao entre eles. Com isso, sera possivel propor, assim como no
processo de ativagao e inibicdo enddgena, as principais interagcbes que devem ser
formadas para que um farmaco atue na inibicdo da miostatina.

Dessa forma foram construidos 12 complexos com objetivo de avaliar de forma
isolada e conjunta as interagdes da miostatina com os receptores. Em vista de analisar
0 processo inicial da transdug¢ao do sinal, foram construidos os complexos MSTN —
AcvR2A, MSTN — AcvR2A2, MSTN — AcvR2B2 e MSTN — AcvR2B. Além disso, apesar
de nao ser reportado interagdes entre a MSTN e os receptores do tipo | sem a
presenca do tipo Il, foram construidos os complexos MSTN — ALK4, MSTN — ALK42,
MSTN — ALK52 e MSTN — ALK5 com objetivo de buscar as principais interagdes entre
a MSTN e esses receptores de forma a desenvolver uma base para se comparar com
os sistemas completos. Por fim, foram construidos os complexos MSTN — AcvR2A2 —
ALK42, MSTN — AcvR2B2 — ALK42, MSTN — AcvR2A2 — ALK52 e MSTN — AcvR2B:2 -
ALKS52 com objetivo de representar a estrutura esperada para o efetivo modo de

interagcdo da MSTN com seus receptores.

4.3.1 Avaliagao do provavel modo de interagao MSTN — AcvR2A/2B

Primeiramente, como foi descrito na Figura 5 espera-se que a miosatina interaja
primariamente com os receptores do tipo Il (AcvR2B ou 2A). Com isso, foram
construidos quatro complexos com objetivo de avaliar e comparar o modo de interagao
da MSTN com essas proteinas. A Figura 20 mostra as estruturas de todos os
complexos entre a miostatina os receptores tipo Il que foram avaliados nesse estudo.
Assim como para a FST foram construidos complexos nas proporgdes 1:1 e 1:2
(MSTN:AcvR2A/2B) em vista de avaliar a presenca de algum efeito alostérico entre
os sitios de interacdo dessas proteinas em cada cadeia. Além disso, com esses
complexos foi possivel comparar as diferencas entre as interacbes da AcvR2A e
AcvR2B com a MSTN de forma a observar a preferéncia reportada entre os

receptores.
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Figura 20 — Estruturas dos complexos MSTN — AcvR2A, MSTN — AcvR2A2, MSTN —
AcvR2B2 e MSTN — AcvR2B.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: Estrutura dos complexos iniciais formados entre a MSTN e os receptores de activina
do tipo Il nas proporgdes 1:1 e 1:2. (a) complexo MSTN — AcvR2A,, (b) complexo MSTN —
AcvR2B;, (c) complexo MSTN — AcvR2A e (d) complexo MSTN — AcvR2B.

Como pode ser visto na Figura 20, ndo ha diferenca significativa entre o arranjo
terciario expresso pelos dominios extracelulares das proteinas AcvR2B (Roxo) e
AcvR2A (Verde). No entanto, diversos trabalhos destacam que, diferentemente de
outros membros da superfamilia TGF-B, ha uma diferengca significativa entre a
afinidade da MSTN pela AcvR2A e AcvR2B, sendo que o complexo MSTN — AcvR2B
€ mais estavel e apresenta maior probabilidade de ser formado no meio biolégico
(Bonnieu; Carnac; Vernus, 2007; Morvan et al., 2017; Rebbapragada et al., 2003).
Dessa forma, € necessario comparar as sequéncias primarias de ambas as proteinas
de forma a avaliar as diferencas entre cada sitio de interacdo dos receptores com a
miostatina.

Em relagdo ao modo de interagdo da AcvR2A e AcvR2B, ambas interagem com
o epitopo convexo da MSTN (sitio tipo Il) de forma que a posi¢éo e a regido de contato
com a MSTN né&o justificam a diferenca da forga de interagdo dessas proteinas. Com
isso, a Figura 21a,b apresenta uma comparagado entre os arranjos terciarios das

proteinas de forma que fica evidente a similaridade estrutural das mesmas (RMSD =
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0,485 A), inclusive o arranjo das ligagdes dissulfeto, de forma que o modo de interagéo
com a MSTN sera muito similar para ambas as proteinas. Ja a Figura 21c mostra uma
comparagao entre a sequéncia primaria da AcvR2A (Figura 4c) e AcvR2B (Figura 4b),
com destaque para a moderada identidade (60%) entre as sequéncias proteicas. Ao
analisar a Figura 21c, as regides em azul indicam que os residuos sao iguais e em
cinza sao diferentes, com isso nota-se que os residuos localizados nas folhas beta
sdo mais conservados enquanto os residuos nas regides de conexao sao diferentes.
Dessa forma, tem-se que pela comparagao estrutural ndo é claro o motivo da diferencga
da forga de interagcdo entre a MSTN a AcvR2B e a AcvR2A, de forma que sera
necessario avaliar os perfis de interacao dos complexos em vista de encontrar se os
residuos que se diferem entre as proteinas séo cruciais para a efetiva interacdo dos

receptores transmembrana com a miostatina humana.

Figura 21 — Comparacao entre as estruturas e o arranjo espacial da AcvR2A e
AcvR2B.

) AcvR2A
@ Acvr2B ©

Residuos
7 iguais

Residuos
diferentes

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
Nota: As figuras (a) e (b) mostram o alinhamento entre as estruturas das proteinas AcvR2A
e AcvR2B. (c) mostra a conservagao dos residuos ao comparar entre as proteinas.

Dessa forma, buscou-se avaliar se a formagédo dos complexos com o receptor
estaria associada ao aumento da rigidez dos residuos no sitio de interagdo com a

miostatina, similarmente ao observado nos complexos com a FST. A Figura 22 mostra
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a flutuacdo média de cada residuo da MSTN em sua forma livre, no complexo MSTN
— AcvR2A e no complexo MSTN — AcvR2A2. Ao analisar os graficos da Figura 22 é
possivel notar que, diferentemente dos complexos da MSTN com a FST, a interacao
do receptor AcvR2A com a MSTN nao foi associada a um decrescimento da flutuagao
dos residuos no sitio Il, ou seja, a interagcdo com o receptor ndo demonstrou formar
fortes contatos com esse sitio de forma a bloquear a movimentagao dos residuos. A
partir desses resultados, ja € possivel propor que a afinidade do complexo MSTN —
AcvR2A é baixa, pois a interag&o entre as proteinas ndo causou mudanga significativa
nas regides da miostatina onde o receptor interage. Com isso, € necessario comparar
esse efeito observado com o efeito da AcvR2B nos residuos dessa regidao ao

complexar com a MSTN.

Figura 22 — RMSF da MSTN em sua forma livre, complexada com uma e duas

moléculas de AcvR2A.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: RMSF das estruturas da MSTN em sua forma ativa livre, complexada na proporcéo
1:1 MSTN:AcvR2A (Figura 20c) e complexada na proporgéo 1:2 MSTN:AcvR2a (Figura20a).
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Sendo assim, a Figura 23 mostra a flutuagdo média (RMSF) dos residuos da
MSTN livre e nos complexos MSTN — AcvR2B e MSTN — AcvR2B2. Ao analisar os
graficos na Figura 23 é possivel notar uma leve diminuigdo na flutuagao dos residuos
na regiao do sitio do tipo Il na cadeia A do complexo MSTN — AcvR2B, enquanto para
o complexo MSTN — AcvR2B: é possivel observar uma diminuicdo mais significativa
da flutuacao dos residuos nessa regiao. Dessa forma € possivel supor que a AcvR2B
esta interagindo com o sitio tipo Il da MSTN de forma mais eficiente que a AcvR2A, e
menos eficiente do que o dominio FDS2 da FST. Sendo assim, espera-se que 0s
contatos entre a MSTN e o receptor do tipo IIB sejam mais intensos do que com o
receptor IIA, o que corrobora os resultados experimentais de maior afinidade da MSTN
pela AcvR2B. Além disso, a partir desses resultados é possivel comecgar a desenvolver
a hipétese de que a interagdo com o inibidor endégeno FST é favorecida ao comparar

com a interagao direta com os receptores.

Figura 23 — RMSF da MSTN em sua forma livre, complexada com uma e duas

moléculas de AcvR2B.
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Nota: RMSF das estruturas da MSTN em sua forma ativa livre, complexada na proporgao
1:1 MSTN:AcvR2B (Figura 20d) e complexada na propor¢ao 1:2 MSTN:AcvR2B (Figura20b).



89

De acordo com os resultados obtidos a partir dos graficos de RMSF para os
complexos entre a miostatina e os receptores do tipo Il, € notavel a necessidade da
avaliagao do perfil de contatos entre essas proteinas, de forma a corroborar a baixa
influéncia dos receptores no perfil de movimentacdo dos residuos da MSTN nos
complexos em questdo. Sendo assim, com objetivo de desvendar as principais regides
de interacdo entre as proteinas e a miostatina, realizou-se a analise de contatos
nativos entre os receptores e a MSTN para todos os complexos da Figura 20. A Figura
24 mostra os contatos nativos entre a miostatina e os receptores com énfase nas
principais regides em que foram observadas interacbes. Ao analisar os perfis de
interagdo entre essas proteinas foi possivel destacar duas regides principais em todos
os quatro graficos, sendo a regiao | focada na interagéo entre o inferior finger da MSTN
(F290 — S310) com a regiao final dos receptores e a regiao Il focada na interagéo entre
o superior finger da MSTN (M350 — D370) e a regidao central dos receptores. Dessa
forma, é possivel analisar os principais contatos que foram observados em cada
complexo em vista de comparar os tipos majoritarios de interagcédo para cada receptor.

Em relacédo aos perfis de contatos observados na Figura 24, é possivel notar
uma diferencga significativa entre os complexos com o a AcvR2B (Figuras 24a,c) dos
complexos com a AcvR2A (Figuras 24b,d), onde é visto nos primeiros uma maior
densidade de contatos de baixa intensidade (< 40% - azul ao ciano) em conjunto com
contatos de maior duragéo na regido Il. Com isso ja é possivel observar alguns fatores
que estabilizam o complexo com a AcvR2B em detrimento da AcvR2A, pois apesar
de serem poucos contatos e com baixo tempo de vida, essas interagdes auxiliam na
manutengdo do complexo com o receptor e consequentemente em sua estabilidade.
Dessa forma é necessario analisar as regides | e Il em busca de compreender as
diferengas entre as interagdes de cada um dos receptores. Em relagcdo a regiao |,
como foi discutido anteriormente, ela compreende a regido entre o inferior finger da
MSTN e a regido final do dominio extracelular da AcvR2A/2B, de forma que séo
observadas poucas interagdes, com destaque principal para o contato hidrofébico
entre os residuos A300 (MSTN) com F102 (AcvR2A) o qual se manteve por
aproximadamente 40% do tempo de simulagao, e a interagado entre os residuos P299
(MSTN) e D99 (AcvR2B) a qual durou por aproximadamente 77% do tempo de
simulagdo. Com isso, é possivel observar que apesar dessa regido ndo possuir

interacdes muito relevantes na estabilizacdo do complexo, a AcvR2B forma contatos
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mais duradouros que a AcvR2A, o que pode vir a influenciar na estabilidade do

sistema.

Figure 24 - Contatos nativos entre a MSTN ativa com as proteinas AcvR2A e
AcvR2B nos complexos MSTN — AcvR2A, MSTN — AcvR2A2, MSTN — AcvR2B:2 e
MSTN — AcvR2B.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: Figura (a) apresenta os contatos nativos para a interagdo entre a MSTN e 1 molécula
da AcvR2B, (b) apresenta os contatos nativos para a interagao entre a MSTN e 1 molécula
da AcvR2A, (c) apresenta os contatos nativos para a interagéo entre a MSTN e 2 moléculas
da AcvR2B, (d) apresenta os contatos nativos para a interacao entre a MSTN e 2 moléculas
da AcvR2A. A intensidade das cores nas figuras indica a frequéncia de contatos ao longo da
trajetoria.

Analisando a Figura 24, é nitida a diferenca entre a magnitude dos contatos da
miostatina com a AcvR2B ao comparar com a AcvR2A, de forma que as interagdes
sdo mais intensas e de maior duragdo com a AcvR2B. A regido Il na Figura 24 mostra
a interacao dos receptores com o superior finger da MSTN. Em relagdo aos contatos

observados, notou-se uma concentracdo mista de interagcbes polares e apolares,
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como ocorreu nos complexos com a FST, e no processo de ativagado com a regido a2
do forearm. Quanto as principais interacbes que foram observadas se destacam a
ligacdo de H entre o residuo N36 da AcvR2A com a carbonila da cadeia principal da
1350 da MSTN, e interacbes apolares entre a 1359 da MSTN e a V73 da AcvR2B.
Dessa forma é possivel associar a menor duragdo das interagdes observadas na
regido Il dos complexos da MSTN com a AcvR2B com a diminuigdo da movimentagao
dos residuos na regido do sitio tipo 1. No entanto, apesar da diversidade de interagdes
que foram observadas a mais entre a AcvR2B e a MSTN, é necessario avaliar a
estabilidade energética dos complexos de forma a buscar entender a maior afinidade
de complexagao da miostatina entre as duas proteinas.

Em vista de analisar a diferenca de interagdo entre os receptores e a MSTN,
foram calculadas as energias GBSA para interagdo entre as proteinas em cada
complexo. A Tabela 6 mostra as energias livres para a interagdo MSTN-receptor nos
complexos MSTN-AcvR2A2, MSTN-AcvR2A, MSTN-AcvR2B2 e MSTN-AcvR2B.
Assim como é observado experimentalmente, a interagao entre a MSTN e a AcvR2B
€ mais favoravel do que com a AcvR2A em ambas as propor¢des avaliadas. Nas
simulacbes realizadas observou-se que a afinidade do complexo MSTN-AcvR2B:2
(AGaq = -84 + 4 kcal mol') é aproximadamente o dobro do observado para o complexo
MSTN-AcVR2A2 (AGaq = -45 * 2 kcal mol'). Esse mesmo fendmeno se repete para os
complexos na propor¢gao 1:1. Sendo assim, é possivel inferir que apesar da
similaridade na expressao terciaria que as proteinas expressam, as interacoes
especificas que realizam com o sitio do tipo Il da MSTN sao duas vezes mais efetivas

com o receptor AcvR2B do que com o AcvR2A.



92

Tabela 6 — Energia livre de interacédo em fase aquosa (AGag) obtida com o método
MM-GBSA para a interagdo MSTN e AcvR2A/2B.

Complexos Energia média
MSTN-AcvR2A2 -45 £ 2
MSTN-AcvR2A -22+0
MSTN-AcvR2B:2 -84 £ 4
MSTN-AcvR2B -40 £ 14

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota: Todos os valores de energia estdo em kcal mol”". O AGaq (FAGy.gw. + AGeie + AGsol)
representa a média da energia livre de interagdo, em fase aquosa, para os complexos
MSTN — AcvR2A/2B nas proporgdes 1:1 e 1:2. Todas as energias foram calculadas nos
ultimos 100 ns da trajetéria com um passo de 0,2 ns (=500 frames) e igb = 2 usando o
método MM-GBSA.

Além disso, também é possivel comparar os complexos nas diferentes
proporgcdes. Onde nota-se um efeito similar ao observado para o inibidor FST, em que
neste caso os receptores ndao apresentam nenhum efeito alostérico na interacdo do
outro com a miostatina. Ao analisar os complexos MSTN-AcvR2A e MSTN-AcvR2B,
foram observados energia de interagdo de -22 + 0 kcal mol' e -40 + 14 kcal mol™,
respectivamente, as quais sdo aproximadamente a metade das observadas para os
complexos MSTN-AcVR2A2 (AGaq = -45 + 2 kcal mol') e MSTN-AcVR2B: (AGaq = -84 +
4 kcal mol"). Dessa forma é possivel reforgar a auséncia de efeito alostérico entre os
sitios da MSTN. Também ¢é importante ressaltar a diferenga entre as energias de
interagdo da miostatina com o receptor AcvR2B (AGaq = -84 + 4 kcal mol') e a FST
(AGaq = -235 + 26 kcal mol') em seus complexos finais, indicando que a afinidade
com o inibidor enddégeno é favorecida em determento do receptor. Essa conclusao
também é vista ao comparar com a interagao 1:1 da MSTN com a FST.

Com auxilio da energia GBSA foi possivel confirmar a afinidade esperada entre
a miostatina e os receptores, no entanto até esse ponto ainda néo foi possivel justificar
essa diferenca de afinidade para a interagcdo com cada um dos receptores do tipo Il.
Sendo assim, foram analisados os hot spots presentes em cada um dos complexos
de forma avaliar a natureza das interagdes majoritarias entre a miostatina e cada
receptor. O Quadro 3 mostra os residuos que atuaram como hot spots, nos receptores,
em todos os complexos avaliados. Ao analisar o Quadro 3 nota-se que para os
complexos com a AcvR2A apenas os residuos N36 e K95 nao apareceram em ambos

0s complexos, e para os sistemas com a AcvR2B apenas o L38 ndo se manteve em
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ambos, de forma que é possivel concluir que os hot spots observados sao cruciais

para qualquer interagao entre os receptores e a MSTN.

Quadro 3 — Hot spots calculados, usando o método MM-GBSA, para a interacao
entre a MSTN e as proteinas AcvR2A e AcvR2B.

Complexos Hot spots
MSTN — AcvR2A: N36 F61 W79 L80 183 N84 K95 V100 F102
MSTN — AcvR2A F61 W79 L80 183 N84 V100 F102

MSTN — AcvR2B:2 N35 Y60 R64 V73 C77 W78 L79 F82 N83 E94 V99 F101
MSTN — AcvR2B  N35 L38 Y60 R64 V73 C77 W78 L79 F82 N83 E94 V99 F101

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: Todos os calculos foram realizados para a interacdo MSTN e os receptores AcvR2A e
AcvR2B nos complexos MSTN-AcvR2A,, MSTN-AcvR2A MSTN-AcvR2B; e MSTN-AcvR2B.
Os residuos selecionados como hot spots apresentam contribuigdo para o AGaq < -1 kcal
mol™'. Todos os hot spots destacados nesta tabela estdo nos receptores. Todas as andlises
foram realizadas nos ultimos 100 ns da trajetéria para cada replica. O calculo MM-GBSA foi
feito usando um passo de 0.2 ns (=500 frames) e igh=2.

Em relacdo aos hot spots observados nos complexos com os receptores, fica
evidente a diferenca entre a AcvR2B e a AcvR2A quanto a capacidade de formar
interagcdes cruciais para manter o complexo estavel. Considerando a forma final da
interagdo com os complexos MSTN — AcvR2A2 e MSTN — AcvR2B2, nota-se que o
primeiro apresentou 10 hot spots enquanto o segundo apresentou 12. Esses
resultados, em conjunto com tudo o que foi discutido até esse ponto com os contatos
nativos, a energia GBSA, o RMSF e o arranjo terciario, entra em acordo com a
evidéncia experimental de que ha um favorecimento para a formagcdo do complexo
MSTN — AcvR2B2 em detrimento do outro. De forma que, essa preferéncia de
interacédo com o receptor do tipo IIB pode ser associada a uma seérie de pequenos
fatores que juntos auxiliam a tornar o complexo mais estavel. No entanto, apesar da
AcvR2A apresentar menos hot spots com a MSTN, as interagdes que sao formadas
sao fortes, duradouras e apresentam a mesma natureza de contato que a AcvR2B de
forma que também podem ser usadas como base na proposta de um farmacéforo para
drogas com alvo no sitio Il da MSTN. Para mais detalhes dessas interagdes entre a
MSTN e a AcvR2A veja o Apéndice M.

Logo, de acordo com as informag¢des apresentadas, foi possivel elucidar os

principais fatores que diferenciam a afinidade da miostatina pelos receptores AcvR2A
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e AcvR2B. Embora ambas as proteinas apresentem uma alta similaridade estrutural
(RMSD = 0,485 A), os resultados de energia livre (MM-GBSA) corroboram as
evidéncias experimentais de que a miostatina possui preferéncia por interagir com a
AcvR2B, apresentando uma afinidade aproximadamente duas vezes superior em
comparagcao a AcvR2A. Esta estabilidade é justificada pela maior duragdo dos
contatos nativos entre o superior finger da MSTN e os receptor (Figura 24a,c — regiao
II) e pela identificagdo de um maior numero de hot spots com a AcvR2B (12 residuos).
Adicionalmente, a proporcionalidade energética observada entre os complexos 1:1 e
1:2 confirmou a auséncia de efeitos alostéricos entre os sitios de ligagao, indicando
que as interagdes ocorrem de forma independente e cooperativa. Além disso, também
€ importante ressaltar que a afinidade calculada pelo receptor AcvR2B € 65% menor
do que pela FST, de forma que seria esperado a formagao unica do complexo da
miostatina com o inibidor. No entanto, como ha evidéncias experimentais de que a
MSTN interage com o receptor mesmo na presencga do inibidor endégeno, € possivel
que a cinética para a formagado do complexo MSTN — FST2 seja lenta, apesar da
termodinamica ser favorecida. Por fim, esses resultados forneceram um mapa
detalhado dos residuos essenciais para a estabilizacdo dos complexos entre a MSTN
e os receptores do tipo Il, os quais podem ser usados como base para o desenho

racional de farmacos direcionados ao sitio Il da miostatina.

4.3.2 Avaliacao do provavel modo de interagao MSTN — ALK4/5

Similarmente ao estudo realizado com os complexos entre a miostatina e os
receptores do tipo I, foram construidos os complexos entre a MSTN e os receptores
do tipo | nas proporgdes 1:1 e 1:2 (MSTN:receptor). Como foi descrito na Figura 5,
nao & esperado que a MSTN interaja com os receptores do tipo | na auséncia dos
receptores do tipo Il. No entanto, para ter um bom referencial acerca das interagdes
entre a MSTN e a ALK4/5 sem a influéncia dos outros receptores, foram construidos
os complexos MSTN — ALK4, MSTN — ALK42, MSTN — ALK5 e MSTN — ALKS52, como
pode ser visto na figura 25. Em relagao a interagao entre a MSTN e os receptores do
tipo |, ndo ha evidéncias de uma preferéncia da MSTN por interagir com algum dos
receptores como € visto na complexagao com os receptores do tipo |l. Sendo assim,
espera-se que todas as interagcdes observadas possam ser consideradas como

promissoras referéncias a construcdo do modelo de inibidor.
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Figura 25 — Estruturas dos complexos MSTN — ALK4, MSTN — ALK42, MSTN — ALK5
e MSTN — ALKb5z.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota: Estrutura dos complexos iniciais formados entre a MSTN e os receptores de activina
do tipo | nas proporgdes 1:1 e 1:2. (a) complexo MSTN — ALK5;,, (b) complexo MSTN —
ALKS5, (c) complexo MSTN — ALK4; e (d) complexo MSTN — ALK4.

Primeiramente, de forma similar aos complexos com os receptores do tipo Il foi
analisado o RMSF para os complexos da miostatina com os receptores do tipo I. Como
foi discutido anteriormente, e como pode ser visto na Figura 25, a ALK4 e a ALK5
interagem com a MSTN na regido cbncava, a qual compreende o sitio tipo | da
miostatina, as regides internas dos fingers e a regiao pré-hélice. Dessa forma é
esperado que a interagcdo com os receptores forme contatos capazes de alterar a
flexibilidade dos residuos da MSTN, ou seja, diminuir o RMSF. Com isso, a Figura 26
mostra os graficos de RMSF para todos os complexos da miostatina com os
receptores AcvR2A e AcvR2B.
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Figura 26 - RMSF da MSTN em sua forma livre, complexada com uma e duas
moléculas da AcvR2B e AcvR2A.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).
Nota: RMSF das estruturas da MSTN em sua forma ativa livre, complexada na proporcao
1:1 MSTN:ALK4/5 e complexada na propor¢ao 1:2 MSTN:ALK4/5.

Analisando o perfil dos graficos de RMSF, estdo em destaque duas regides
principais em azul (sitio tipo |) e verde (sitio tipo Il), onde é esperado que ocorra a

interacao dos receptores do tipo I. Em relacdo aos complexos com a ALK4, nota-se
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que n&o ha uma grande variagao no RMSF da MSTN ao complexar com a ALK4, com
excegao da cadeia B para o complexo MSTN — ALK42, onde observou-se uma
diminuig&o global da flexibilidade dos residuos da miostatina. Sendo assim é possivel
que a interacdo da miostatina com a ALK4 seja menos intensa de forma isolada, o que
pode ser associado a inexisténcia desse complexo experimentalmente, sendo
observado apenas com a presencga do receptor AcvR2B no meio. Além disso, em
relacdo ao receptor ALK5 observou-se uma diminuigdo significativa da flexibilidade
dos residuos da miostatina ao complexar com o receptor, dessa forma diferentemente
do seu homologo, a ALK5 formou interagcdes fortes capazes de bloquear a
movimentagao dos residuos da miostatina. Logo, é esperado observar contatos mais
intensos entre a MSTN a e ALKS.

Em relagdo ao modo de interacdo da MSTN com esses receptores, espera-se
que ocorra por meio do sitio tipo I, similarmente ao dominio ND da FST. Como pode
ser visto na Figura 27, os receptores do tipo | apresentam um perfil de interagéo
disperso ao se comparar com os receptores do tipo Il (Figura 24), de forma que séo
observadas interagcdes com todos os principais dominios da MSTN. Com isso observa-
se que devido a maior regiao de interacao, os receptores do tipo | sdo uma base
promissora para se avaliar a forma em que é possivel bloquear a MSTN de modo que
todos os dominios sejam afetados pelo inibidor. Além disso é notavel que os
complexos com o receptor ALK5 apresentam contatos mais duradouros na regido |, o
que pode ser associado ao maior efeito observado no RMSF desses complexos com
a MSTN em comparacado com os complexos com a ALK4 (Figura 26).

Ao comparar o perfil de contatos com os receptores de tipo Il com os de tipo |,
nota-se uma mudanca fundamental na estratégia de reconhecimento molecular da
MSTN. Enquanto a interface com a AcvR2A/B é centrada e dependente de pontos
especificos nos fingers para o ancoramento, a ALK4 e a ALK5 apresentam um perfil
expansivo, interagindo com demais regides da MSTN. Esse “abraco” molecular,
evidenciado na Figura 27, sugere que a sinalizagdo via receptores de tipo | néo
depende de um unico ponto de ancoragem, mas de uma vasta superficie de interagéo
que se assimila ao modo de interagdo do dominio ND do inibidor endégeno como a
miostatina. Essa caracteristica de contatos dispersos € um indicativo de estabilidade,
pois ao distribuir as interagdes por multiplos dominios da MSTN, o sistema cria uma
interface de ligagdo mais resistente a variagbes conformacionais. Como sera

demonstrado a seguir pelos dados de energia livre, essa maior area de contato é o
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fator determinante para a estabilidade termodindmica observada especialmente para
a ALK4.

Figura 27 — Contatos nativos entre a MSTN ativa com as proteinas ALK4 e ALKS5 nos
complexos MSTN — ALK4, MSTN — ALK42, MSTN — ALK52 e MSTN — ALKS.

W , T ¥ :equincia de
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 contatos (%)
95 95
90 (a) 90
85 85 -
80 80 4
75 5+
n 09 70
5 - 75}
=P 11 L s
N 60 < 60
55 55 ]
50 50 4
45 45
40 [ ] 20
35 T T T T T T T T T T 35 1 - = T T 1 - r 1 -
270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
MSTN 270 280 290 300 310 MGSZ'IQN 330 340 350 360 370

95
90
85
80
75
70

2 ALK4

T T T T T T Y 35 ==z T T T T T T T
290 300 310 320 330 340 350 360 370 270 280 200 300 310 320 330 340 350 360 370
MSTN MSTN

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025)

Nota: Figura (a) apresenta os contatos nativos para a interacao entre a MSTN e 2 moléculas
da ALKS5, (b) apresenta os contatos nativos para a interagéo entre a MSTN e 1 molécula da
ALKS, (c) apresenta os contatos nativos para a interagdo entre a MSTN e 2 moléculas da
ALK4, (d) apresenta os contatos nativos para a interacao entre a MSTN e 1 moléculas da
ALK4. A intensidade das cores nas figuras indica a frequéncia de contatos ao longo da
trajetoria.

Especificamente quanto as interagdes, foram observadas diversas regides de
alta densidade de contatos (> 70%) em todos os sistemas, o que esta associado a
estabilidade dos complexos. Dentre as regides em destaque, poucas foram
observadas com a mesma intensidade em todos os complexos, no entanto a regiéo |

(Figura 27) se demonstrou um ponto constante de interagdo entre o inferior finger e
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as proteinas do tipo I. As demais regides destacadas também demostraram contatos
muito duradouros com a MSTN, mas ndo foram observadas em todos os sistemas.
Como foi mencionado anteriormente, foi realizado o calculo da energia GBSA
para todos os complexos em vista de avaliar a estabilidade dos sistemas. A Tabela 7
mostra as energias calculadas para todos os complexos com os receptores do tipo I.
Os valores de energia livre de interagdo para a ALK4 e ALKS sao significativamente
mais negativos que os dos receptores de tipo Il, com destaque para o complexo
MSTN-ALK4,, que obteve uma energia de interagcdo de -182 £ 27 kcal mol™. Quanto
aos complexos do tipo I, nota-se que a ALK4 formou um complexo mais estavel com
a MSTN, no entanto, ao analisar o desvio padrdo das energias, o complexo com a
MSTN-ALK52 também se manteve estavel na mesma magnitude, de forma que é

possivel haver a interagao da miostatina com ambas as proteinas.

Tabela 7 — Energia livre de interagdo em fase aquosa (AGaq) obtida com o método
MM-GBSA para a interagcdo MSTN e ALK4/5.

Complexos Average
MSTN-ALK42 -182 + 27
MSTN-ALK4 -99+5
MSTN-ALKS52 -150 £ 15
MSTN-ALKS -85+ 14

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota: Todos os valores de energia estdo em kcal mol™'. O AGaq (=AGygw. + AGele + AGsol)
representa a média da energia livre de interagdo, em fase aquosa, para os complexos
MSTN ativa/inativa — ALK4/5 nas proporcoes 1:1 e 1:2. Todas as energias foram calculadas
nos ultimos 100 ns da trajetéria com um passo de 0,2 ns (=500 frames) e igb = 2 usando o
método GBSA. Os valores de energia representam a média e o desvio padrao entre as duas
réplicas.

Além disso, é interessante notar que afinidade entre os receptores do tipo |
obtidas foram significativamente maiores do que para os receptores do tipo |IB (MSTN-
AcVR2B2 — AGaq = -84 + 4 kcal mol-'). Com isso apesar da interagdo da MSTN com os
receptores do tipo | serem mais estaveis do que com os receptores do tipo I, a
preferéncia de interagdo da miostatina ocorre inicialmente com a AcvR2B e
posteriormente com os receptores do tipo |. Dessa forma é possivel supor que ha
algum efeito ndo considerado nessas simulagées que pode justificar a diferenca de

afinidade pela complexacao da MSTN com os receptores de activina. Também, ao
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comparar com a inibicdo enddégena pela FST, nota-se que a soma das energias de
interacdo da MSTN com os receptores do tipo | e Il resulta em uma afinidade superior
a observada com o inibidor. Logo, € possivel inferir que a formagédo do complexo final
entre a MSTN e os 4 receptores de activina sera mais estavel que o processo de
inibicdo, no entanto cada etapa individual até obter o complexo com os receptores &
menos estavel que o bloqueio da via pela FST. De forma que a competicao cinética
entre esses dois processos sera crucial para a inibicdo ou progressao do sinal da via.

Por fim, similarmente aos demais complexos, a energia GBSA foi decomposta
em termos dos residuos, com objetivo de compreender as diferengas na estabilidade
dos sistemas, como pode ser visto no Quadro 4. A maior estabilidade da ALK4 em
relacdo a ALKS fundamenta-se, em principio, no seu nucleo hidrofébico que interage
com toda a regido de wirst hélice da MSTN. Enquanto a ALKS baseia sua ancoragem
em residuos alifaticos como 178 e V85, a ALK4 possui uma rede densa de residuos
aromaticos, como a F82 e a Y83. A presencga desses aneéis volumosos promove uma
interagdo mais efetiva, pois além de excluirem o solvente da interface de forma mais
drastica, permitem interacbes de empilhamento que conferem maior rigidez e

estabilidade conformacional ao complexo MSTN—-ALK42.

Quadro 4 — Hot spots calculados, usando o método MM-GBSA, para a interagao
entre a MSTN e as proteinas ALK4 e ALKS.
Complexos Hot spots
MSTN — ALK42 Q30 C39 L40 Q41 A42 C46 E47 M53 F57 L59 D60 H64 V66 P71
V76 P77 A78 K80 F82 Y83 L85 S87 E88 L90 R91
MSTN — ALK4  C39 L40 Q41 M53 L59 D60 V66 P77 K80 F82 Y83 L85 S87 E88
L90 R91
MSTN — ALK52  L40 C41 K43 F55 T59 166 N68 M70 D76 178 P79 R82 F84 V85
A87 P88 S89 S90 K91
MSTN — ALK5  L40 C41 K43 C48 F55 S57 T59 T61 D63 K64 166 N68 M70 75
178 P79 R82 F84 V85 A87 P88 S89 K91

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: Todos os calculos foram realizados para a interagdo MSTN e os receptores ALK4 e
ALK5 nos complexos MSTN-ALK4,, MSTN-ALK4 MSTN-ALK5; e MSTN-ALKS5. Os residuos
selecionados como hot spots apresentam contribuigdo para o AGaq < -1 kcal mol'. Todos os
hot spots destacados nesta tabela estdo nos receptores. Todas as analises foram realizadas
nos ultimos 100 ns da trajetdria para cada replica. O calculo MM-GBSA foi feito usando um
passo de 0.2 ns (=500 frames) e igb=2.
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Complementarmente a estabilizacdo apolar, a ALK4 exibe uma rede de
interagbes eletrostaticas e polares significativamente mais forte e especifica. A
presenga de residuos carregados, como a arginina (R91) e o glutamato (E88),
permitem a formacao de pontes salinas que atuam restringindo a movimentagao dos
residuos na interface entre as proteinas. Em contraste, a ALK5 apresenta uma
dependéncia maior de residuos polares neutros e pequenos, como as serinas (S89,
S90) e a asparagina (N68). Embora esses residuos possam formar ligagdes de H eles
nao possuem a mesma forga atrativa que as interagdes carregadas da ALK4, o que
pode ser associado a diferenca de aproximadamente 30 kcal mol™" observada entre a
energia de afinidade dos dois sistemas.

Por fim, a diferenca de hot spots, 26 residuos na ALK4 contra 20 na ALK5,
reflete uma interface quimicamente mais heterogénea e com maior possibilidade de
formacgao de interagcdes. A presenga de um maior numero de contatos e a natureza
anfipatica (polar e apolar) de seus residuos exclusivos cria um sistema de
estabilizagado cooperativa: se uma interagéo local oscila, a rede de contatos auxilia a
formar outra interacdo para substitui-la. Essa combinagao de residuos consolida a
ALK4 como o molde estrutural mais promissor para o desenho de inibidores, indicando
que um ligante sintético ideal deve ser capaz de mimetizar tanto o empilhamento
aromatico quanto as pontes de salinas identificadas nesta analise. No entanto, a ALK5
permanece como um potencial molde a ser utilizada como base na construcdo dos

farmacos

4.3.3 Avaliagao da interacao MSTN — ALK4/5 — AcvR2B/2A

Por fim, apds todas as analises individuais, foram construidos os complexos
finais apds a interagao entre a MSTN e os seus receptores nas proporgdes esperadas.
Para isso, foram construidos os complexos MSTN-AcvR2A2-ALK42, MSTN-AcvR2B2-
ALK42, MSTN-AcvR2A2-ALK52 e MSTN-AcvR2B2-ALK52, como pode ser visto na
figura 28. A partir das simulagdes desses complexos foi possivel compreender o modo
de interagcdo da miostatina com seus receptores e avaliar por meio da comparagao
com os complexos livres discutidos nos tépicos 4.3.1 e 4.3.2 se ha influéncia entre os

receptores que auxiliem na estabilidade final dos complexos.
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Similarmente aos demais sistemas, foi realizado o calculo da energia de
interacdo MM-GBSA para todos os complexos entre a MSTN e os receptores do tipo
| e Il, como pode ser observado na Tabela 8. Ao analisar os resultados nota-se um
comportamento muito interessante, onde os complexos formados com o receptor
AcvR2B (MSTN-AcvR2B2-ALK42 e MSTN-AcvR2B2-ALKS52) foram aproximadamente
40 kcal mol-' mais estaveis do que os complexos formados com o receptor AcvR2A
(MSTN-AcvR2A2-ALK42 e MSTN-AcvR2A2-ALKS52). Esses resultados demonstram
que a baixa instabilidade oriunda da complexacédo entre a MSTN e a AcvR2A se
propaga ao complexo final com o receptor do tipo |, indicando que apesar de ndo haver
preferéncia significativa entre a complexagcdo com os receptores do tipo I, a MSTN
sempre que possivel ira formar o complexo com o receptor do tipo || AcvR2B. Além
disso, nota-se que os resultados de energia para os complexos com a ALK4 (AGaq = -
214 + 7 kcal mol') e ALK5 (AGaq = -208 * 21 kcal mol') ndo apresentam diferenca
significativa ao complexar com a AcvR2B, de forma que a preferéncia sera governada

por fatores cinéticos.

Figura 28 — Estruturas dos complexos MSTN-AcvR2B2-ALK42, MSTN-AcvR2B2-
ALK52, MSTN-AcvR2A2-ALK42 e MSTN-AcvR2A2-ALK5:.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
Nota: (a) complexo MSTN-AcvR2A,-ALK4,, (b) complexo MSTN-AcvR2B,-ALK4,, (c)
complexo MSTN-AcvR2A>-ALK5; e (d) complexo MSTN-AcvR2B,-ALKS..
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Tabela 8 — Energia livre de interacédo em fase aquosa (AGag) obtida com o método
MM-GBSA para a interagdo MSTN — ALK4/5 — AcvR2A/2B

Complexos Energia média
MSTN-AcvR2A2-ALK42 -162 £ 15
MSTN-AcvR2B2-ALK42 214 £ 7
MSTN-AcvR2A2-ALK52 -173 £ 22
MSTN-AcvR2B2-ALK52 -208 £ 21

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota: Todos os valores de energia estdo em kcal mol™. O AGaq (=AGyqw. + AGele + AGso))
representa a média da energia livre de interagdo, em fase aquosa, para os complexos entre
a MSTN, receptores tipo | e receptores tipo Il. Todas as energias foram calculadas nos
ultimos 100 ns da trajetéria com um passo de 0,2 ns (=500 frames) e igb = 2 usando o
método GBSA. Os valores de energia representam a média e o desvio padrédo entre as duas
réplicas.

Como foi discutido, a analise dos complexos completos revela que a
estabilidade termodinédmica da sinalizagdo da miostatina é governada primariamente
pela identidade do receptor de tipo Il. A discrepancia de aproximadamente 40 kcal
mol™" em favor dos complexos contendo a AcvR2B (Tabela 8) confirma que a alta
afinidade deste receptor atua estabilizando todo o sistema. Notavelmente, observa-se
um fendmeno de propagacao de instabilidade: a menor afinidade da AcvR2A nao é
compensada pela entrada dos receptores de tipo I; pelo contrario, ela limita o teto
energético do complexo final. Esse resultado sugere um modelo de montagem
hierarquico, onde a formacéo do dimero MSTN-AcvR2B é o evento determinante que
garante a integridade estrutural necessaria para o recrutamento subsequente das
ALKs, como foi proposto inicialmente no mecanismo descrito na Figura 5.

Um ponto de destaque surge ao compararmos o comportamento das ALK4 e
ALK5 dentro dos complexos completos. Enquanto nos estudos isolados a ALK4
apresentava uma superioridade energética marcante, no sistema associado a
AcvR2B, os valores de energia livre tornam-se estatisticamente equivalentes (AGaq =
-214 vs -208 kcal mol™). Essa uniformidade energética indica que a presencga do
receptor de tipo Il pode induzir ajustes conformacionais ou estabilizar epitopos na
MSTN que favorecem a acomodacao de ambos os receptores de tipo | de maneira
similar. Assim, a escolha entre a sinalizagédo via ALK4 ou ALK5 no organismo parece

ser ditada pela disponibilidade celular, uma vez que, do ponto de vista termodinamico,
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o complexo final apresenta estabilidade comparavel apés a complexagdo com a
AcvR2B.

Além disso, comparando com a FST (-235 * 26 kcal mol'), os complexos
formados com a AcvR2B e os receptores do tipo | apresentam valores equivalentes.
Dessa forma, é possivel concluir que apesar da interagdo da MSTN com a FST seja
mais intensa quando se compara isoladamente (proporc¢éo 1:1), ao analisar o sistema
completo é possivel notar que ambos os complexos sao energeticamente favoraveis
na mesma proporgdo. Com isso, a inibigdo ou propagacao do sinal sera definida por
meio da concentragao do inibidor e dos receptores no meio.

Por fim, é possivel afirmar que a analise das interagcbes com os receptores foi
de crucial importadncia para entender os principais fatores que estabilizam uma
molécula interagindo com os sitios da MSTN. Dessa forma €& possivel usar o
conhecimento construido para propor um modelo de farmacéforo com base nas

propriedades observadas ao longo desse estudo.

4.4 Qual a estrutura base de um inibidor para a via de sinalizagao da MSTN

humana

Por fim, apds a analise de todo o processo de ativacdo da MSTN, da inibigao
endbégena e da transducédo do sinal a célula, € possivel compilar as principais
interagdes e resultados observados para propor um modelo geral que auxilie no
desenvolvimento de novos farmacos com alvo nessa via de sinalizagdo. Para isso
foram reunidos todos os hot spots observados em todos os complexos avaliados
nesse estudo, de forma a compreender quais eram o tipo principal de interacao
(hidrofilica, hidrofébica, catidnica, anidnica ou aromatica) que eles apresentavam com
os sitios ativos da MSTN e a posicao dessas interagdes.

Primeiramente em relac&o ao sitio do tipo I, a Tabela 9 e a Figura 29 mostram
a posigcao dos grupos farmacoforicos essenciais para drogas agirem no sitio |l da
MSTN. Em relacéo a determinagao do tipo de interacdo dos grupos farmacoféricos e
da orientagdo espacial, foi realizado o seguinte procedimento: (I) Alinhamento dos
complexos MSTN — FST, MSTN — FST2, MSTN — AcvR2A, MSTN — AcvR2A2, MSTN
— AcvR2B, MSTN — AcvR2B2, complexo latente, TLD — p1, TLD — p1 inter, TLD — p2
e TLD — p2 inter com a MSTN ativa livre; (Il) Selegdo de todos os residuos que se

destacaram como hot spots em cada complexo da etapa (l); (lll) Determinacdo do
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centro de massa da cadeia lateral de cada residuo selecionado na etapa (ll); (1V)
Definicao do grupo farmacoférico (doador de ligagdo de H, aceptor de ligagéo de H,
catiénico, anidnico ou aromatico) para cada centro obtido na etapa (lll) com base no
tipo de interagdo observada ao longo de cada DM realizada e (V) por fim determinagéo
do centroide entre os grupos, obtidos na etapa IV, de mesma interagdo que estejam
préximos. Dessa forma, foi possivel obter um modelo geral de farmacéforo com 9
pontos para o sitio do tipo Il como pode ser visto na Figura 29 e na Tabela 9. Para
mais detalhes acerca de todos os grupos observados ao alinhar os complexos citados

anteriormente veja o Apéndice N.

Tabela 9 — Regides para o modelo farmacoforico obtido para o sitio tipo || com base

nas interagdes entre a MSTN e as proteinas AcvR2A, AcvR2B, FST e o forearm do

prodominio.

Grupo farmacoférico X Y V4
Aromatico -18,75 8,67 -16,88
Hidrofébico -13,83 1,83 -11,83
Hidrofébico -18,25 17,41 -22,52

Doador de ligagao de H -11,38 11,44 -28,92

Doador de ligagédo de H -20,53 12,46 -9,67
Hidrofébico -17,67 13,03 -27,24
Aromatico -15,21 11,99 -24,27

Aceptor de ligacéo de H -12,30 8,99 -24,47
Hidrofébico -21,84 10,11 -5,57
Aromatico -21,16 13,42 -5,24

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: As coordenadas de cada grupo farmacéforico foram obtidas como uma média ao
alinhar os complexos MSTN — FST, MSTN — FST2, MSTN — AcvR2A, MSTN — AcvR2A,,
MSTN — AcvR2B, MSTN — AcvR2B,, complexo latente, TLD — p1, TLD — p1 inter, TLD — p2 e
TLD — p2 inter com a MSTN ativa livre.
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Figura 29 — Grupos farmacoféricos esperados para um inibidor do sitio tipo 1l da
MSTN.

(N J

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: Grupos farmacoféricos médios obtidos para o sitio tipo Il da MSTN. As regides em
roxo indicam interacdo aromatica, em verde interagdes hidrofébicas, em amarelo aceptor de
ligacado de H e em branco doador de ligagdo de H.

Em relagdo ao modelo construido para o sitio Il (Figura 29) é possivel destacar
alguns pontos importantes que foram observados. Primeiramente, nota-se que ha uma
mistura de interagdes polares e apolares com destaque, respectivamente, para
formacgao de ligagdo de H e interagbes de empilhamento. Outro ponto crucial a ser
destacado € a grande distancia entre os grupos farmacoféricos, a exemplo a distancia
de ~22 A entre o grupo doador de ligagéo de H no superior finger a grupo aromatico
no inferior finger. Com isso, para um ligante unico compreender todas essas regides
seria necessario um volume molecular muito grande, o que tornaria o farmaco inviavel
com base em solubilidade, toxicidade, excre¢cao etc. Dessa forma, apenas duas
formas seriam possiveis de inibir a MSTN, uso de peptideos terapéuticos que podem
apresentar tamanhos maiores e acessar mais regides de interagdo ou por meio de
moléculas organicas pequenas que podem apresentar apenas alguns grupos
farmacoforicos dentre os varios possiveis e interagir em regides especificas. Com isso
a Figura 29 mostra duas moléculas pequenas que esperasse apresentar afinidade
pelo inferior finger (azul), por compreender os grupos farmacéforicos que interagem
nessa regiao, e pelo superior finger (vermelho) por apresentar grupos que favorecem

interacao nessa regiao.
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Igualmente ao processo realizado para a construgdo do modelo para o sitio Il,
foram determinados os grupos farmacoféricos para o sitio tipo | da MSTN. Todo o
procedimento de construgao foi idéntico ao descrito anteriormente, com excecao para
a etapa | onde o alinhamento foi realizado com os complexos MSTN — FST, MSTN —
FST2, MSTN — ALK4, MSTN — ALK42, MSTN — ALK5, MSTN — ALK52, complexo
latente, TLD — p1, TLD — p1 inter, TLD — p2 e TLD — p2 inter com a MSTN ativa livre.
A Tabela 10 e a Figura 30 mostra as coordenadas e o arranjo dos grupos
farmacoféricos obtidos para o sitio tipo | da MSTN. Comparando os grupos
observados no sitio tipo | com o sitio I, destaca-se o maior numero de regides para o
sitio do tipo | e uma maior abrangéncia de interagdes na superficie da proteina. Para
mais detalhes acerca de todos os grupos observados ao alinhar os complexos citados

anteriormente veja o Apéndice O.

Figura 30 — Grupos farmacoforicos esperados para um inibidor do sitio tipo | da
MSTN.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: Grupos farmacoféricos médios obtidos para o sitio tipo | da MSTN. As regides em roxo
indicam interacdo aromatica, em verde interagdes hidrofébicas, em amarelo aceptor de
ligacdo de H e em branco doador de ligagdo de H, em azul as intera¢des catidnicas e em
vermelho interagdes anidnicas.
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Tabela 10 — Pontos para o modelo farmacoférico obtido para o sitio tipo | com base
nas interacdes entre a MSTN e as proteinas ALK4, ALKS, FST e a regido a1 do

forearm do prodominio.

grupo farmacoférico X Y Z

Carga positiva -2,07 23,48 -18,50
Hidrofébico -3,74 28,29 -25,29
Doador de ligagéo de H -4,94 25,42 -6,83
Aromatico -4,65 15,87 -10,69

Carga positiva -3,96 24,09 -2,39
Hidrofébico -0,35 9,50 -12,33
Hidrofébico 6,20 21,39 -4,00
Hidrofdbico 17,14 17,64 -4,83
Hidrofdbico -4,80 13,38 -15,87
Hidrofébico -3,41 22,56 -13,94
Aromatico 1,15 15,41 -9,46

Carga negativa -10,28 29,92 -9,.66
Receptor de ligacdo de H 0,83 12,89 -5,64
Carga positiva 20,39 16,26 4,49
Aromatico 2,73 25,95 2,63

Carga negativa 5,54 9,90 -8,38
Carga positiva 17,02 12,08 -3,28
Doador de ligagédo de H 0,05 30,20 -2,06
Receptor de ligagdo de H 16,63 18,88 2,93

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: As coordenadas de cada grupo farmacéforico foram obtidas como uma média ao
alinhar os complexos MSTN — FST, MSTN — FST,, MSTN — ALK4, MSTN — ALK4,, MSTN —
ALK5, MSTN — ALK5,, complexo latente, TLD — p1, TLD — p1 inter, TLD — p2 e TLD — p2
inter com a MSTN ativa livre.

Em relagdo ao modelo construido para sitio do tipo | (Figura 30) é possivel notar
que ha uma predominéncia de interagdes apolares (hidrofébicas e aromaticas) no
cerne da proteina, enquanto nas regides laterais do sitio | ha um maior numero de
interagdes polares (ligagdes de hidrogénio e interagbes de carga). Diferentemente do
sitio Il, o sitio | da MSTN compreende uma grande area da proteina de forma que a

inibicao é facilitada por proteinas que possam englobar toda a regidao do sitio. Dessa
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forma, é possivel dividir os grupos farmacoféricos observados em diversos modelos
de farmacéforos de forma que cada um ira ter preferéncia por interagir em uma regiao
da proteina. Como pode ser visto na figura 30, foram divididos a priori 4 regides e
selecionadas algumas moléculas que possam interagir com a MSTN por meio dos
modelos farmacoféricos gerados. Analisando essas moléculas é interessante notar a
diversidade de estruturas possiveis de inibir a miostatina, como o peptideo na regiao
em roxo, ao ciclo da regido em vermelho e a molécula altamente poli-insaturada na
regiao verde.

Por fim, a partir de todos esses modelos & possivel concluir que existem
diversas formas de inibir a MSTN. Os modelos descritos nas Figuras 12, 29 e 30
apresentam diversas possibilidades de bloquear a via de sinalizacdo da MSTN, desde
o desenvolvimento de peptideos terapéuticos a pequenas moléculas organicas. Com
isso, é possivel afirmar que diversas técnicas de inibicdo podem ser empregadas no
desenvolvimento de inibidores para essa via, a exemplo os peptideos terapéuticos
podem ser usados como bloqueadores da proteina ao mimetizar o inibidor e os
receptores naturais da MSTN (Figura 12), enquanto as moléculas pequenas podem
atuar como bloqueadores de regides especificas do sitio da MSTN (Figura 29 e 30).
Dessa forma é notavel a possibilidade de novos estudos acerca dos possiveis modo

de inibicdo de ligantes n&ao naturais a miostatina humana.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir dos resultados apresentados, pode-se concluir que esse trabalho
apresentou uma analise profunda do processo de ativagdo da miostatina humana
(MSTN) por meio de simulagdes de DM. Além disso, foi analisado os principais pontos
do processo de inibicdo enddégena pela Folistatina humana 288 (FST) e o processo
de transducdo do sinal da MSTN por meio da interagdo com os dominios
extracelulares dos receptores de activina do tipo | e Il. Primeiramente em relagdo ao
processo de ativacao, foram conduzidas analises sistematicas de todos os possiveis
intermediarios para o processo de ativagado, partindo da proteina percursora
(promiostatina) até a forma ativa da MSTN. A estrutura da promiostatina foi divida em
trés regides baseadas em suas fungdes na proteina e ao longo do processo de
ativagao, sendo elas a regido do forearm, a qual atua como regiao inibitéria da MSTN,
a regiao do arm, que atua mantendo a proteina em uma conformagdo adequada
(conformacédo em V), e a regido da MSTN que ird compor a estrutura final da
miostatina ativa. Os principais residuos do forearm e do arm que interagem com a
MSTN ao longo do processo de ativagao, foram identificados a partir da frequéncia de
contatos e da energia de interagao entre esses dominios.

O processo de ativacdo da miostatina envolve seis intermediarios entre a
promiostatina e a MSTN ativa, sendo que o complexo latente € a forma mais
abundante em que a miostatina € encontrada no corpo humano. Na etapa final do
processo de ativagcao, a MSTN ¢ liberada em sua forma inativa, a qual ndo existem
muitos estudos que foquem nessa estrutura como alvo de inibidores. A estrutura
inativa exibe uma conformagéo em folha B na regido da wrist hélice, a qual sofre um
rearranjo conformacional para uma a hélice, sendo essa uma etapa crucial na ativagao
da proteina. Os resultados discutidos ao longo desse trabalho sugerem que inibidores
podem ser desenhados para interagir com a forma inativa e bloquear essa transicao,
bloqueando a ativacido da miostatina e consequentemente impedindo a interagdo com
os receptores. Apesar do processo ser espontaneo, as simulagdes indicam que é
necessario um longo tempo para o fenbmeno ser observado, indicando que os
inibidores terao tempo suficiente para interagir com a MSTN.

Quanto ao processo de inibicdo endogena, foram analisados os modos de
interagdo MSTN — FST nas propor¢cdes 1 —1e 1 —2 com a MSTN em sua forma ativa

e inativa. Os complexos construidos tiveram por objetivo avaliar se ha preferéncia pela
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complexagao apoés o fim do processo de ativagdo da miostatina, ou se apds a liberagao
do prodominio ja € possivel interagir com o inibidor, além disso foram avaliados os
principais aminoacidos e as regides do inibidor que estabilizam a interagdo MSTN —
FST. A partir das simulagdes realizadas foi possivel determinar que a complexagao
com a FST ocasiona uma diminuicédo na flexibilidade dos residuos na regiao do sitio
tipo Il da MSTN o que foi associado a uma intensa rede de contatos entre 0 dominio
FDS2 da FST com o sitio da MSTN. Também foi possivel avaliar a diferenga de
interagdo com as estruturas ativas e inativas da miostatina, onde foi possivel observar
que a formacgao da a hélice na regiao do sitio tipo | da MSTN nao é necessaria para
que o complexo seja formado com o inibidor.

O processo de transducdo do sinal foi avaliado por meio da modelagem da
interagdo da miostatina com os dominios extracelulares das proteinas do tipo | (ALK4
e ALKS5) e do tipo Il (AcvR2A e AcvR2B). Foram construidos quatro complexos entre
a MSTN e os receptores do tipo |, quatro complexos entre a MSTN e os receptores do
tipo Il, e quatro complexos entre a miostatina com dois receptores do tipo | e dois
receptores do tipo Il. A partir dos resultados das simulacdes foi possivel desenvolver
algumas hipoteses acerca do modo de interagdo da MSTN com seus receptores para
uma efetiva propagacao do sinal. Quanto as interagbes com o receptor do tipo I,
observou-se que ha o dobro de afinidade da MSTN por interagir com a AcvR2B do
que com a AcvR2A, o que condiz com os resultados experimentais. No entanto ao
comparar com a afinidade pela FST é notavel que a interacdo com o inibidor &
favorecida em detrimento do receptor 1IB. Além disso, por meio dos complexos com
os receptores do tipo I, foi possivel determinar que nado ha preferéncia pela
complexacao entre os receptores avaliados, no entanto é necessario destacar que a
interagdo com os receptores ainda ndo foram observadas isoladamente na natureza.
Por fim, ao avaliar os complexos completos com os quatro receptores, € notavel que
a presenca da AcvR2A torna o sistema menos estavel, de forma que nao ha
compensacgao pela interagdo com os receptores tipo |, além disso nota-se que ao
comparar com a FST, o complexo apresenta aproximadamente a mesma energia de
interacdo, de forma que é possivel propor que apesar da interacao inicial com a
AcvR2B ser fraca, o complexo final rivaliza com o processo de inibicdo de forma que
fatores cinéticos serao cruciais para determinar a preferéncia que a via de sinalizagao

ird seguir.
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Em relagao a proposta de novos inibidores, usou-se a regido do forearm como
um modelo para criar uma estrutura base que motive a sintese de inibidores baseados
em peptideos. Os resultados revelaram que a regido a1, responsavel por bloquear a
interagdo da MSTN com o receptor transmembrana do tipo |, contém majoritariamente
residuos apolares (Leu e lle), os quais interagem fortemente com a miostatina por
meio de forgcas de VDW. Em vista de intensificar essas interagdes, foram propostas
modifica¢des na regido a1, de forma a aumentar o numero de residuos apolares com
cadeias laterais longas. Adicionalmente, a regido a2 do forearm e a regiao 31 do arm
interagem com o sitio do tipo Il da MSTN, sendo que as interagbes chave foram
mediadas por residuos polares e apolares, com isso levando a inferir que para o
bloqueio desse sitio o inibidor deve ser capaz de interagir por forcas polares e
apolares. Por fim, os resultados indicam que drogas baseadas em peptideos podem
atuar como bons inibidores para o processo de ativagao da miostatina. Além disso,
apesar da forma ativa da MSTN ser o alvo mais comum para os inibidores, essa forma
nao deve ser a unica a ser considerada como um alvo. Também, a partir dos hot spots
observados nos processos de inibicdo e transducéo do sinal, foi possivel desenvolver
dois modelos gerais de farmacoforo para os sitios do tipo | e Il da MSTN, de forma
que é possivel selecionar os grupos farmacoféricos de interesse e por meio deles
propor moléculas pequenas que possam atuar inibindo a miostatina por meio de
interagdes em regides especificas da proteina.

Em relagdo aos frutos do estudo, o projeto possibilitou a elaboragdo e
desenvolvimento de diversos trabalhos. Quanto a apresentagdo em eventos,
resultados do projeto foram apresentados no I/ Conesul symposium on biomolecular
simulation que ocorreu no segundo semestre de 2024 em Buenos Aires — AR, na 482
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica (RASBQ) que ocorreu no primeiro
semestre de 2025 em Campinas — Sao Paulo, no | workshop Drug Hunters que
ocorreu na Universidade Federal de Sao Joao del Rei — Sdo Joao del Rei e também
no 37° Encontro Regional da Sociedade Brasileira de Quimica — Ouro Preto, ambos
no ultimo semestre de 2025. Além disso, a partir da proposta do projeto de estudo da
miostatina humana foi possivel obter uma verba de R$ 98.320,00 a partir de um edital
de demanda universal da FAPEMIG (APQO01772-24), o que possibilitou a compra de
duas novas GPUs (Nvidia 4080 super) que auxiliaram na execugdao do projeto.
Também, com os resultados apresentados nessa qualificagdo foi escrito o artigo

“Exploring the Myostatin Activation Pathway: A Promissing Target for Treating Muscle
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Atrophy” o qual foi publicado na revista Journal of chemical Information and Modeling
(JCIM), sob o DOI: https://doi.org/10.1021/acs.jcim.5c00639 (Quintanilha; Dos Santos,
2025).

Quanto a perspectivas para continuidade do trabalho, espera-se continuar a

execugao desse estudo durante o Doutoramento. Tem-se por objetivo empregar os
modelos de farmacoforos desenvolvidos e estudar com mais detalhes o processo de
transducao do sinal dessa via, considerando a estrutura completa dos receptores e a
membrana da célula muscular. Além disso, no momento esta em fase de escrita de
um segundo artigo relacionado a proposta de inibidores a base de peptideos que

apresentem como alvo a forma livre da miostatina humana.
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APENDICE A - Representacgdo dos epitopos da miostatina humana em sua

conformacgao ativa e inativa.

Miostatina ativa

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota: A figura apresenta as estruturas da miostatina em sua conformacao ativa e inativa
com destaque para as provaveis localizagées do sitio de interagcao com os dominios
extracelulares da ALK4/5 (tipo I) e com a AcvR2A/2B (tipo I1).
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APENDICE B - Estruturas cristalograficas disponiveis no PDB para a

miostatina humana.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
Nota: A figura apresenta as estruturas cristalograficas da miostatina humana disponiveis no
PDB. As estruturas 5NTU, 6UMX e 5NXS séo referentes ao percursor da miostatina,
enquanto as estruturas 5F3B e 5F3H sao referentes as estruturas da miostatina ativa. As
cores azul e vermelho indicam as duas cadeias da miostatina.
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APENDICE C - Construgdo do modelo da promiostatina humana a partir do
PDB 5NTU.

Modelo

Retirada da regiao N-

terminal inativa

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: Estruturas da promiostatina humana. (a) PDB 5NTU com destaque para as regides
ausentes que necessitam de modelagem. (b) Modelo completo da miostatina construido
com o software Modeller implementado no programa USCF Chimera. (¢) Modelo ativo da
promiostina construido com o software Modeller implementado no programa USCF Chimera.
A coloracdo das regides, para todas as estruturas, esta de acordo com o proposto na Figura
2 para os dominios da promiostatina.
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APENDICE D — RMSD calculado para todas as proteinas envolvidas no

= o
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processo de ativagao nos ultimos de 100 ns de simulagao.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).
Nota: RMSD calculado nos ultimos 100 ns para cada réplica, sendo a cor preta a primeira
replica e a vermelha a segunda. (a) Promiostatina, (b) complexo latente, (c) TLD — p1, (d) p1
—inter, (e) TLD — p2, (f) p2 —inter, (g) MSTN inativa e (h) MSTN ativa.
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APENDICE E - Valores de RMSD para todas as proteinas envolvidas no

processo de ativagao da miostatina humana.

Replica 1 Replica 2 Média
Promiostatina 23+04 26+04 25+0,2
Complexo latente 2,4 +0,3 24+0,3 24+0,0
TLD-p1 29+0,7 23+0,5 26+04
p1-inter 2,7+0,3 2,8+0,2 2,8+0,1
TLD-p2 20+0,3 29+0,8 24+04
p2-inter 31+04(225+0,2) 24+0,4(2,1+0,3) 2,8+0,4(2,3+0,3)
MSTN inativa 32+05(25+04) 35+1,0(2,8+0,6) 3,3+0,1(2,6+0,2)
MSTN ativa 1,4+02(1,9+0,3) 20+0,3(2,0+£0,5) 1,7+0,3(2,0+£0,1)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nota: Todos os valores estdo em A e foram calculados nos Gltimos 100 ns de simulagéo. Os
valores entre paréntesis sao referentes ao calculo final envolvendo os 2,5 us de simulagao,
com o RMSD calculado nos ultimos 500 ns de simulagao.
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APENDICE F — Comparagio entre a estrutura da estrutura cristalografica da

promiostatina e a estrutura de equilibrio oriunda da DM.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).
Nota: Comparacéo estrutural entre a estrutura em fase sélida da promiostatina (PDB 5NTU)

(vermelho) e a estrutura de equilibrio obtida do ultimo frame dos ultimos 500 ns de
simulacéo de DM (azul). O RMSD calculado entre as duas estruturas foi de 1.31 A.
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APENDICE G - Contatos nativos entre o forearm e mstn para o complexo p2 —

inter em simulagao extensa de 2,5 ps.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2025).

Nota: A figura mostra os contatos nativos entre o forearm e a MSTN calculados ao longo dos
ultimos 500 ns de cada simulagéo de 2,5 us para o complexo p2 — inter. A frequéncia de
contatos representa a média observada entre ambas as replicas. Regides com alta
frequéncia de contatos (> 50%) corresponde as interagdes entre o inicio da regido a1 no
forearm (C42 — 153) e o a regido do inferior finger da MSTN (R283 — S310).
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APENDICE H - Analise dssp da regido wrist hélice da miostatina inativa (cadeia

b) durante os 500 ns simulagao.

( (b) DSSP analysis of the 100 - 200 ns interval of trajectory (

DSSP analysis of the first 100 ns of trajectory DSSP analysis of the 200 - 300 ns interval of trajectory
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).
Nota: As analises foram separadas em intervalos de 100 ns de simulagdo: (a) 0 — 100 ns, (b)
100 — 200 ns, (c) 200 — 300 ns, (d) 300 — 400 ns e (e) 400 — 500 ns.
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APENDICE | - Analise dssp da regido wrist hélice da miostatina inativa (cadeia

b) e ativa durante os ultimos 500 ns simulag¢ao prolongada.

(a) DSSP analysis of the last 500 ns of extended production run for inactive MSTN
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025)

Nota: (a) Analise DSSP da miostatina inativa durante os ultimos 500 ns de produgéo
extendida. (b) Estrutura final da MSTN inativa apés 2,5 ps de simulagao. (c) Analise DSSP
da miostatina ativa durante os ultimos 500 ns de produgéao extendida. (d) Estrutura final da
MSTN ativa ap6s 2,5 us de simulagao.
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APENDICE J - Estruturas dos complexos formados pela miostatina inativa e a

folistatina nas proporgoes 1:2 e 1:1.

(a) Visao frontal

Visio vertical = L
}.w

~ft

MSTN

ND

FSD2

FSD3

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).
Nota: Estrutura dos complexos da MSTN em sua forma ativa complexada na proporcao 1:2
MSTN:FST (a) e complexada na proporg¢ao 1:1 MSTN:FST (b). Em azul esta a estrutura da
MSTN ativa e em roxo a estrutura da FST.
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APENDICE K - Valores de RMSD para os complexos MSTNativa — FST, MSTNativa
— FST2, MSTNinativa— FST € MSTNinativa— FST2.

Replica 1 Replica 2 Média
MSTNativa — FST 3,6+0,7 41+0,2 3,8+04
MSTNatva— FST2  2,5+0,2 3,6+0,3 3,0+£0,6
MSTNinatva— FST ~ 2,5+0,5 24+0,3 2,5+0,1
MSTNinativa— FST2  2,3+0,3 23+0,3 2,3+0,0

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025)
Nota: Todos os valores estdo em A e foram calculados nos Gltimos 100 ns de simulacéo.
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APENDICE L - Hot spots para os complexos MSTNativa— FST, MSTNativa — FST2,
MSTNinativa— FST e MSTNinativa — FSTo2.

Complexos

Hot spots

N-terminal (ND)

MSTNinatva — FST2 + MSTNinativa — FST +
MSTNatva — FST2 + MSTNativa — FST
MSTNinativa — FST2 + MSTNinatva — FST +
MSTNativa — FST

MSTNinatva — FST2 + MSTNinativa — FST +
MSTNativa — FST2

MSTNativa — FST2 + MSTNativa — FST +
MSTNinativa — FST2

MSTNinativa — FST2 + MSTNinativa — FST
MSTNinatva — FST + MSTNativa — FST2
MSTNinativa — FST2

MSTNinativa — FST

MSTNatva — FST

L34 R35 L45 Y46 R60 N73 F76 K77
180 F81

Va4

M79

K47

T48 T58 G59
L61
V70 N71 L75
S62
N82

FDS1

MST Ninativa — FST2 + MSTNinativa — FST +
MSTNatva — FST2 + MSTNativa — FST
MSTNinatva — FST2 + MSTNinativa — FST +
MSTNativa — FST2

MST Ninativa — FST2 + MSTNinativa — FST +
MSTNatva — FST

MSTNinativa — FST

L134 D135 P154

R115 Q153

E155

K104

FDS2

MST Ninativa — FST2 + MSTNinativa — FST +
MSTNatva — FST2 + MSTNativa — FST
MST Ninativa — FST2 + MSTNinativa — FST +
MSTNativa — FST2

MSTNinativa — FST + MSTNatva — FST2
MSTNativa — FST

Q183 Y188 V190 R194 L220 R221
S230 G232 L233
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MSTNativa — FST2 C225
FDS3

MSTNinatva — FST2 + MSTNinativa — FST + £309
MSTNatva — FST2 + MSTNativa — FST

MSTNativa — FST S279 D280
MSTNativa — FST2 C267
MSTNinativa — FST K278

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: Hot spots obtidos para os complexos entre a MSTN e a FST nas proporgdes 1:1
(MSTNatva — FST € MSTNinatva — FST) € 1:2 (MSTNinatva — FST2 € MSTNatva — FST2). Os
residuos selecionados como hot spots apresentam contribuigdo para o AG,q < -1 kcal mol™.
Todas as analises foram realizadas nos ultimos 100 ns da trajetéria para cada replica, e os
residuos selecionados apareceram ao menos em uma das réplicas. O calculo MM-GBSA foi
feito usando um passo de 0.2 ns (=500 frames) e igh=2.
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APENDICE M - Interagées entre os hot spots do receptor AcvR2a com a MSTN.

4 \ i ,
3= R303 /
‘ Sitio
)
‘ » tipo I

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: Os residuos que estao em ciano sao referentes a AcvR2A e os que estdo em azul sdo
referentes ao sitio tipo Il da MSTN.
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APENDICE N - Grupos farmacoféricos observados para interacdo com o sitio
tipo Il da MSTN.

 coriof
— nfer /
fngey [

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: Todos os grupos farmacoféricos observados para os complexos MSTN — FST, MSTN —
FST,, MSTN — AcvR2A, MSTN — AcvR2A;, MSTN — AcvR2B, MSTN — AcvR2B,, complexo
latente, TLD — p1, TLD — p1 inter, TLD — p2 e TLD — p2 inter para o sitio tipo Il da MSTN.
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APENDICE O - Grupos farmacoféricos observados para interagdo com o sitio
tipo | da MSTN.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2025).

Nota: Todos os grupos farmacoféricos observados para os complexos MSTN — FST, MSTN —
FST,, MSTN — ALK4, MSTN — ALK4,, MSTN — ALK4, MSTN — ALK5,, complexo latente, TLD
—p1, TLD — p1 inter, TLD — p2 e TLD — p2 inter para o sitio tipo | da MSTN.



