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1. INTRODUGAO

Os receptores de dopamina fazem parte de um grande grupo denominado
receptores acoplados a proteinas G (GPCR) e sdo caracterizados como proteinas
transmembrana que atravessam a membrana celular 7 vezes com alfa-hélices,
conectadas por algas extra e intracelulares, e interagindo com proteinas G para a
transducdo de sinal. Eles sédo divididos em dois tipos devido a caracteristicas
estruturais e farmacoldgicas entre os tipos D1 (D1 e D5) e D2 (D2, D3 e D4),
sendo os primeiros excitatorios e os segundos inibitérios, se referindo ao tipo de
proteina G com a qual interagem, que excitard ou inibira a acetilcolina
(BEAULIEU, 2011).

As vias dopaminérgicas estao relacionadas a muitos processos importantes
no organismo como movimento voluntario, alimentagao, afeto, recompensa, sono,
atencdo, memoria de trabalho e aprendizado, fazendo com que os receptores
sejam frequentemente associados a etiologia de diversos transtornos e doengas
como Parkinson, esquizofrenia, transtorno do déficit de atencéo e hiperatividade
(TDAH), sendo mais associado a este ultimo o Receptor D4, principalmente o
polimorfismo de 7 repeticdes (MICHEALRAJ, 2014). De acordo com o dogma
central da Biologia Molecular, a sequéncia de aminoacidos de uma proteina
determina sua estrutura que, por consequéncia, determina sua fungado. Uma das
formas de se compreender a funcdo de uma proteina a partir de sua estrutura é
através de ferramentas computacionais que simulam sistemas moleculares.

Porém, para que estas analises possam ser feitas, € necessario que exista
uma estrutura resolvida depositada em um banco de dados, como o Protein Data
Bank (PDB). No caso do receptor D4 de 4 repeticoes, esta estrutura esta
depositada sob o codigo 5SWIU (WANG, 2017), o que possibilita uma analise do
receptor comum, mas nao a variante associada ao TDAH. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho € a modelagem do receptor D4 de 7 repeticbes, para que
possam ser feitas analises comparativas em relagado ao receptor de 4 repeticdes,
buscando mecanismos que possam explicar sua relagdo com o TDAH.

2. METODOLOGIA

Para a modelagem do receptor D4 foi utilizada a estrutura 5WIU (WANG,
2017) disponivel no PDB. A estrutura possuia atomos e residuos faltantes que
precisavam ser reparados. Para a adigdo de atomos foi utilizado o Software
Chimera (PETTERSEN, 2004), através da funcado Structure Edit - Rotamer,
substituindo residuos com atomos faltantes por residuos completos com posi¢ao
de rotamero estatisticamente esperada.

Para adicao dos residuos faltantes foi utilizado o software Modeller (WEBB,
2016), que adiciona os residuos através de modelagem por homologia,
baseando-se na sequéncia de aminoacidos, gerando 5 estruturas resultantes.

A minimizacao de energia da estrutura, em busca de minimos locais, foi feita
com o software Gromacs (BERENDSEN, 1995).
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A validacdo das estruturas foi feita utilizando duas ferramentas online de
avaliagdo de propriedades estéricas de proteinas: Procheck, na qual foram
utilizados os resultados do grafico de Ramachandran (LAKOWSKI, 1993),
avaliando a relagao entre os angulos torcionais Phi e Psi e a ferramenta Errat
(COLOVOS, 1993), que avalia a estatistica das interagdes ndo covalentes.

As validagbes foram efetuadas antes e apds a minimizagdo de energia
utilizando o Gromacs.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O grafico de Ramachandran separa os resultados em angulos permitidos
ou proibidos, sendo esperado que a maioria dos aminoacidos estejam em
posicoes permitidas, enquanto o ERRAT da um score que é o percentual de
interacdes nao covalentes que estdo dentro do estatisticamente esperado. Os
resultados da validagao estdo demonstrados na Tabela 1.

De acordo com os resultados, a estrutura mais adequado para a
continuacao das analises € a numero 5, que teve os melhores resultados apds a
minimizac&o, com 95,3 % dos aminoacidos em posi¢des permitidas (Figura 1) e
um score de 98,9 no ERRAT (Figura 2).

Tabela 1. Percentual de amino acidos em angulos torcionais permitidos no grafico
de Ramachandran e score do ERRAT antes e apds a minimizag&o de energia.

Min. 1 2 3 4 5
de

Energi

a

Ramachand. Pre 95% 94,7 1 94,7% | 94,4% | 94,4

% %
Permitidas
Pos 95,3% | 94,7 94, 7% | 94,2% | 95,3
% %
ERRAT Pré 98,63 | 99,45 | 99,18 | 99,45 | 99,72

Score Pés 98,89 | 98,89 | 98,06 H 98,90 ' 98,90
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Figura 1. Grafico de Ramachandran. Os pontos pretos representam amino a

relagdo entre os angulos torcionais Phi (eixo x) e Psi (eixo y) dos aminoacidos. As

regides vermelhas sao as zonas permitidas, as amarelas zonas permitidas

adicionais, enquanto as demais sdo zonas “proibidas”.

ERRAT Error Values
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Figura 2. Grafico do ERRAT. Cada coluna representa um amino acidos, as
colunas em verde representam interacbes nao covalentes estatisticamente

esperadas, enquanto as amarelas sao regides que devem ser verificadas.

4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que as metodologias
utilizadas para a modelagem da estrutura foram corretas, deixando-a dentro de
zonas conformacionais estatisticamente esperadas. Com a estrutura modelada
outros passos podem ser tomados, como a dindmica e o Docking molecular, para
melhor compreensdo do funcionamento da estrutura e os possiveis impactos que
este funcionamento pode causar na sua fungao e interagao com outras moléculas,
podendo ser um passo importante no desenvolvimento de farmacos.
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