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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo simular a interacdo entre as proteinas CK-MB e mioglobina,
buscando associa-la a insuficiéncia renal aguda ocasionada pelo infarto agudo do miocéardio e pela
rabdomiodlise. Para tanto, foi utilizado o programa PyMOL e os seguintes bancos de dados ou servidores:
I-TASSER, STRING, Protein Data Bank (PDB), Clus Pro e National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Deste modo, foi possivel obter a estrutura da mioglobina e da CKM, que subsidiou a obtengéo do
resultado referente & mudanga de estrutura do complexo mutado em decorréncia do distanciamento da ponte
de hidrogénio entre o residuo de aminoécido mutado da mioglobina e ndo mutado da CKM. Esta informagéao
poderé subsidiar a criacdo de novos métodos de prevencdo, diagnéstico e tratamento da insuficiéncia renal
aguda originada pelo infarto agudo do miocéardio ou pela rabdomidlise.
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ABSTRACT

This study aims to simulate the interaction between the proteins CK-MB and myoglobin, trying to associate
them with acute kidney failure caused by acute myocardial infarction and by rhabdomyolysis. Therefore it
used the PyMOL program and the following data banks or servers: I-TASSER, STRING, Protein Data
Bank (PDB), Clus Pro and National Center for Biotechnology Information (NCBI). Hence it was possible
to obtain the structure for both myoglobin and CKM, which has subsidized the results acquisition referred
by changes in the structure from the mutated complex decurred by the distancing in the hydrogen bond
between the residue from the mutated myoglobin’s aminoacid and CKM non mutated structure. This
information could subsidize the creation of new methods of prevention, diagnosis and treatment for acute
kidney failure originated by acute myocardial infarction or by rhabdomyolysis.
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INTRODUCAO

A mioglobina (Mb) é uma hemeproteina comumente encontrada no musculo
cardiaco e esquelético de vertebrados (Wittenberg, 1970; McComb et al., 1984, Gilkeson
et al., 1978). Esta hemeproteina funciona como um reservatorio de oxigénio e como uma
carreadora de oxigénio, transportando-o mais rapidamente para dentro das células
musculares (Harvey; Ferrier, 2012).

Logo, a mioglobina oxigena os tecidos e participa da regulacdo do pH sanguineo
(Guerrero-Hue et al., 2018). Em condicGes fisiologicas normais, a mioglobina é
encontrada dentro das células musculares, mas em condi¢fes patologicas passa a ser
liberada na corrente sanguinea e, ao chegar aos rins, se acumula e causa citotoxicidade ao
epitélio tubular proximal (Guerrero-Hue et al., 2018). A mioglobina atinge rapidamente
a circulacéo devido ao seu baixo peso molecular (18 kDa), fazendo com que seja um dos
primeiros marcadores séricos identificaveis apos lesdo isquémica do miocardio (McComb
etal., 1984, Gilkeson et al., 1978).

Apos 6 a 12 horas do infarto agudo do miocéardio (IAM) a mioglobina alcanca a
sua concentracdo maxima no plasma e, transcorrido o tempo de 12 a 24 horas, desaparece
da circulacdo devido a rapidez da depuracdo renal (Bel et al., 2003). A presenca de
mioglobina na urina indica ainda a ruptura do musculo esquelético, clinicamente
denominada de rabdomiolise, a qual pode ser causada por isquemia prolongada ou por
disturbios metabdlicos, atividade fisica intensa, abuso do alcool e uso de compostos
toxicos de origem quimica ou bioldgica (Bagley et al.,, 2007). Uma consequéncia
significativa da mioglobindria oriunda da rabdomidlise ¢ a insuficiéncia renal aguda que
pode levar a morte em cerca de 10% dos casos (Gabow et al., 1982; Sauret et al., 2002).
A deterioracdo da funcdo renal seguida de altas taxas de mortalidade também esta
presente no IAM (Pimenta et al., 2006), e pode estar vinculada ao excesso de mioglobina
no sangue.

Outro importante biomarcador para diagndstico de IAM ¢ a creatina fosfoquinase
fragdo MB (CK-Mb) (Kumar; Cannon, 2009; Brancaccio et al., 2010). A CK-total ¢é
enzima reguladora da producgéo e uso do fosfato de alta energia nos tecidos contréteis,
sendo composta pelas subunidades B (brain) e M (muscle) que se combinam formando a
CK-MM (muscular), CK-BB (cerebral) e CK-MB (miocardica), o que possibilita detectar
patologias ndo apenas no miocardio, como também no mdasculo esquelético
(rabdomidlise) e no cérebro (acidente vascular cerebral) (Giorgia et al., 2005; Brancaccio
et al., 2010; Suleiman et al., 2017).
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Em caso de IAM, a CK-MB aumenta dentro de 4-6 horas depois de sua ocorréncia,
com pico em torno de 18 horas e retorno a normalidade apds 48 horas (Piegas et al., 2009).
Nesta circunstancia a investigacdo dos niveis séricos tanto de CK-MB quanto de
mioglobina é essencial, uma vez que o infarto agudo do miocardio confere a principal
forma de cardiopatia isquémica associada a altas taxas de incidéncia e mortalidade no
Brasil, encontrando-se entre as maiores do mundo e sendo semelhante & de paises como
a China e do Leste Europeu (Robbins, 2000; Baena et al., 2012; Moran et al., 2014).

A rabdomidlise também é uma patologia identificavel por meio dos marcadores
bioldgicos em questdo, sendo caracterizada clinicamente por mialgia, fraqueza e
pigmentdria (Chavez et al., 2016). As complicag6es da rabdomidlise podem ser desde um
desconforto leve a uma insuficiéncia renal aguda e/ou distarbios eletrélitos graves
(Chatzizisis et al., 2008).

Com base no exposto, sera simulada computacionalmente a interacdo entre as
proteinas CK-MB e mioglobina, buscando associd-la & insuficiéncia renal aguda
ocasionada pelo infarto agudo do miocérdio e pela rabdomidlise.

METODOLOGIA

Por meio da sequéncia FASTA da mioglobina, obteve-se o seu modelo estrutural
em 3D no servidor I-TASSER, que identifica a sequéncia, prediz modelos de estruturas
homologas, monta a estrutura e a relaciona com uma determinada funcédo (Yang; Zhang,
2015). Em seguida, no banco de dados STRING foi possivel adquirir a interacdo da
mioglobina com outras proteinas. Dentre estas proteinas, a selecionada foi a CKM por
estar vinculada, juntamente com a mioglobina, ao infarto agudo do miocérdio, a
rabdomiolise e, por conseguinte, a insuficiéncia renal aguda.

No Protein Data Bank (PDB) foi realizado o download da estrutura da proteina
CKM, descrita como: 1U6R-Complexo analogico do estado de transicdo do mutante
creatina fosfoquinase muscular (R134K). Os modelos estruturais da mioglobina e da
CKM foram submetidos ao Clus Pro, um servidor baseado na web para o acoplamento
direto de duas proteinas que possivelmente irdo interagir. Assim, Clus Pro fornece
modelos mais provaveis de complexos e refina as estruturas selecionadas usando a
minimizagdo de energia (Kozakov et al., 2017). No presente estudo, foi escolhido o
modelo de numero O por conter um complexo com menor nivel de energia, ou seja, por
conter um complexo mais estavel.

O modelo do complexo mioglobina e CKM produzido pelo Clus Pro estava no

formato pdb. Ao inseri-lo no KFC Server, foi obtido um modelo do mesmo complexo em
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formato fade, que demostra a interface de interagéo entre as duas proteinas. O KFC Server
também gerou uma tabela de hotspots nos residuos de aminoacidos da mioglobina e da
CKM.

O complexo em formato fade foi aberto no programa PyMOL para que a
conformacdo das proteinas e sua interface de interacdo pudesse ser visualizada e
registrada sob a forma de imagem. Com auxilio da tabela do KFC Server, os hotspots da
mioglobina e da CKM foram identificados. A partir da demarcacdo dos hotspots no
PyMOL, buscou-se estabelecer pontes de hidrogénio com a menor distancia possivel entre
hotspots das duas proteinas ou entre uma regido de hotspot de uma proteina com o residuo
da outra proteina.

Posteriormente, a possibilidade de ocorréncia de Polimorfismo de Nucleotideo
Unico (SNPs) nos hotspots foi analisada no National Center for Biotechnology
Information (NCBI). No PyMOL, o polimorfismo presente no NCBI foi entdo inserido na
mioglobina, transformando-a em uma proteina mutada que, juntamente com a CKM
selvagem, formaram um novo complexo ao serem novamente anexadas no Clus Pro e no
KFC Server. Em primeira instancia, este complexo permitiu mostrar se a distancia da
ponte de hidrogénio demarcada no PyMOL havia aumentado em relacdo a mesma ponte
de hidrogénio estabelecida no complexo sem mutacéo.

Por fim, efetuou-se o alinhamento entre a mioglobina selvagem e a mioglobina
mutada no PyMOL assim como o alinhamento entre o complexo mioglobina e CKM sem

mutacdo com o complexo com mutacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1 nota-se que a proteina receptora é a CKM e que a proteina ligante é a
mioglobina por apresentar um menor numero de aminoacidos. A creatinofosfoquinase
contém 380 residuos de aminoacidos e sua estrutura consiste em um pequeno dominio de
natureza a-helicoidal e um amplo dominio contendo uma lamina i antiparalela produzida
por oito intermiténcias franqueadas por sete a-hélices (Wyss; Kaddurah-Daouk, 2000).
Na mioglobina, existem 153 residuos de aminoacidos e aproximadamente 80% da cadeia
polipeptidica € dobrada em oito segmentos de a-hélices (Harvey; Ferrier, 2012).

No que concerne a fungéo proteica, a creatinofosfoquinase catalisa a fosforilacdo
da adenosina difosfato (ADP) para a formagdo da adenosina trifosfato (ATP) a ser
utilizada na contragdo muscular (Camara e Silva et al., 2007). Diferentemente, a
mioglobina armazena e transporta oxigénio para as células musculares e cardiacas

(Harvey; Ferrier, 2012). Contudo, até 0 momento da redacdo deste trabalho, nédo foi
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encontrado na literatura nenhuma funcéo fisiologica relacionada ao complexo mioglobina
e CKM.

Estima-se que das 500.000 proteinas codificadas pelo genoma humano, 80%
funcionem em complexos de proteinas que participam de cascatas de sinalizacdo
(Berggard et al., 2007), sendo assim, é provavel que a mioglobina interaja com a CKM
em algum momento fisiol6gico ou patoldgico, havendo a necessidade de realizacéo de
estudos sobre esta temética.

Na figura 2, tém-se os hotspots da mioglobina e a menor ponte de hidrogénio
estabelecida entre o hotspot da mioglobina e o residuo de aminoacido da CKM,
apresentando distancia de 3,4 Angstrom. Como a mioglobina apresenta o interior
constituido quase que exclusivamente por moléculas apolares e a superficie constituida
por aminoacidos carregados (Harvey; Ferrier, 2012), a formacéo de pontes de hidrogénio
com o residuo polar da CKM se estabeleceu com facilidade.

Isto aconteceu, pois as interfaces de ligacdo proteica tendem a ser hidrofilicas,
ocorrer na superficie e estarem mais susceptiveis as pontes de hidrogénio do que o interior
das proteinas. Outros fatores importantes a serem considerados na interacdo entre duas
ou mais proteinas sdo que: 1) a tendéncia da proteina de se ligar a uma molécula de dgua
ajuda a mediar a ligacdo com outra proteina, contribuindo para a estabilizacdo dos
complexos; 2) a ligacdo de proteinas do complexo é muito favorecida pela porcéo de
energia derivada do hotspot (Creighton, 1993; Bhat et al., 1994; Helms; Wade, 1995;
Jiang et al, 2017).

Figura 1 - A) Complexo mioglobina (azul) e CKM (verde) em formato cartoon. B) Interface de
interacdo (cinza) do complexo mioglobina (azul) e CKM (verde) em formato surface
CKM

mioglobina \L interface

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 2 - Hotspot no residuo de aminoacido 150 da mioglobina (a direita em
vermelho) e hotspot no residuo de aminoacido 152 da mioglobina (a esquerda em
vermelho). Pontes de hidrogénio com distancia de: 1) 3,7 ocorre entre o residuo de
aminoacido 152 da mioglobina e o residuo 197 da CKM; 2) 3,4 ocorre entre o residuo
de aminoéacido 152 da mioglobina e o residuo 195 da CKM; 3) 3,9 ocorre entre 0
residuo de aminoécido150 da mioglobina e o residuo 67 da CKM

. Ad

Fonte: Elaborado pelo autor

Ao investigar a presenca de polimorfismos nos hotspots das proteinas estudadas,
verificou-se que ndo foram encontrados nestas regides em especifico. Em contrapartida o
aminoacido 97 da mioglobina, correspondente a lisina, apresentou susceptibilidade para
ser substituido pelo glutamato. Com isso, a ponte de hidrogénio de 2,5A existente entre a
lisina e o aspartato deixou de existir apds a substituicdo da lisina pelo glutamato,
aumentando consideravelmente sua distancia em relacdo ao residuo aspartato da CKM
(Figuras 3A e 3B).

A substituicdo de uma lisina pelo glutamato é apenas um das centenas de
polimorfismos que podem gerar maior suscetibilidade e gravidade de uma doenca na
pessoa que o detém (Cui; Jiang, 2016). Segundo Cui & Jiang (2016), o polimorfismo
A79G na mioglobina influencia a deficiéncia de oxigénio nas células musculares e
aumenta as chances de danos no musculo esquelético em individuos que praticam
exercicios fisicos extenuantes.

O gene da mioglobina esta localizado no cromossomo 22q11.2—q13 e tem trés
éxons e dois introns. No segundo éxon da mioglobina pode ser encontrado o SNP A79G,
sendo que € neste éxon que se encontra a principal porcdo funcional da molécula.
Contudo, diferentemente de Cui & Jiang (2016), Wu et al. (2005) ao investigarem o SNP
AT79G, ndo encontraram diferencas genotipicas significativas nas frequéncias alélicas

entre atletas e grupos de controle e ndo encontraram evidéncia de associacdo entre 0 SNP
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AT79G e a capacidade aerébica. Os mesmos autores afirmam que embora a variagédo
genética na mioglobina humana seja conhecida, existem poucas publicacdes sobre as
implicacgdes funcionais dessas variacoes, ressaltando a indispensabilidade de mais estudos
voltados para a correlacdao existente entre 0 SNP A79G, a substituicdo da lisina pelo
glutamato e tantos outros polimorfismos presentes na mioglobina com o potencial para
causar patologias diversas.

Uma teoria originéria deste estudo é que a mioglobina estruturalmente afetada
pelo polimorfismo pode adquirir uma isoforma que a faz ser liberada em maior quantidade
no organismo durante a pratica de exercicio ou durante o infarto agudo do miocéardio, o
que elevara sua concentracao no sangue e gerard ou acentuara a insuficiéncia renal aguda.
Por conseguinte, dependendo do polimorfismo existente na mioglobina, o individuo teria
maiores restrices para praticar exercicios fisicos ou teria implicagdes maiores ao sofrer
um infarto agudo do miocardio.

As isoformas sdo importantes porque contribuem para a diversidade e para a
formacéo de proteinas reformuladas com propriedades fisiolégicas distintas (Bandman,
1992; Huang et al., 2008; Dykes et al., 2018). Por outro lado, as isoformas podem
propiciar condi¢des patoldgicas, como € o caso da creatinofosfoquinase que possui uma
isoforma que leva a hipdxia, isquemia, insuficiéncia cardiaca e fibrilacdo atrial (Hamdani
et al., 2008; Taegtmeyer et al., 2010).

Figura 3 - A) Ponte de hidrogénio estabelecida entre o residuo de aminoacido 97 da
mioglobina (lisina em azul) e o residuo de aminoacido 194 da CKM (aspartato em
verde). B) Ponte de hidrogénio estabelecida entre o residuo de aminoacido 97 mutado
da mioglobina (glutamato em azul) e o residuo de aminoacido 194 da CKM (aspartato
em verde)

Fonte: Elaborado pelo autor

Além das consequéncias causadas pelo polimorfismo propriamente dito, o
aumento da distancia entre o residuo da ligante polimorfica e o residuo da proteina

receptora contribui para a modificagdo da estrutura do complexo. Sabendo que a
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mioglobina e a CKM em excesso no sangue aumentam as chances de uma insuficiéncia
renal aguda, assim como provavelmente o complexo formado pelas duas proteinas,
supde-se que a presenca de um complexo mioglobina/CKM maodificado podera dificultar

seu metabolismo nos rins e agravar ainda mais o quadro de insuficiéncia renal aguda.

Figura 4. A) Alinhamento entre a mioglobina mutante e a mioglobina selvagem. B e C)
Alinhamento do complexo mioglobina e CKM (em azul) com o complexo mioglobina
mutante e CKM (em verde), em cartoon e em surface, respectivamente

Fonte: Elaborado pelo autor

Na figura 4A a sobreposi¢do da mioglobina normal com a mioglobina mutada
gerou um local com mudanga de cor e posicdo facilmente visivel e equivalente ao
polimorfismo causado pela substituicdo da lisina pelo glutamato. A mesma alteracao
visual também esta presente nos complexos normal e mutado quando sdo alinhados, onde
se entrelagam substancialmente exceto na regido superior destacada na figura (Figura 4B
e 4C).

Para Gonzalez & Kann (2012) ao mesmo tempo em que interacGes proteicas
controlam os mecanismos que levam a estados saudaveis, elas podem configurar estados
doentes em organismos por causa de mutacdes que afetam a interface de ligagdo, geram
alteracOes alostéricas nas proteinas do complexo e levam a altera¢cdes bioquimicas,

corroborando com os resultados e as suposic¢Oes apresentadas no presente estudo.
CONCLUSOES
Com base no levantamento bibliogréafico realizado em conjunto com as analises

da mioglobina e da CKM no programa PyMOL, em banco de dados e servidores online,

conclui-se que:

125



e A mioglobinuria pode causar insuficiéncia renal aguda apds um quadro de infarto
agudo do miocardio ou de rabdomidlise.

e Durante o infarto agudo do miocéardio ou durante a rabdomiolise, a CKM também
é liberada na corrente sanguinea.

e Existem diversos hotspots na mioglobina capazes de formar pontes de hidrogénio
com os residuos de aminoacidos da CKM, portanto estas duas proteinas
conseguem interagir e formar um complexo.

e A mioglobina polimérfica pode gerar uma deficiéncia de oxigénio nas células
musculares ou pode adquirir uma isoforma que a passivel de ser liberada em maior
quantidade no organismo.

e A mioglobina junto a CKM estabelece uma interface de interacdo e forma um
complexo que, quando mutado, adquire uma conformacdo diferente em
decorréncia do distanciamento da ponte de hidrogénio entre o residuo de
aminoacido mutado da mioglobina e ndo mutado da CKM. Com isso, 0s rins
podem encontrar dificuldade para metabolizar o complexo mutado, agravando
ainda mais a insuficiéncia renal aguda.

e O conhecimento da interacdo proteica entre a mioglobina mutada e a CKM
selvagem podera contribuir com a criacdo de novos métodos de prevencéo,
diagnostico e tratamento da insuficiéncia renal aguda originada pelo infarto agudo

do miocardio ou pela rabdomidlise.
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