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1. INTRODUCAO

As vias dopaminérgicas estdo relacionadas a muitos processos importantes
no organismo como movimento voluntario, alimentacéo, afeto, recompensa, sono,
atencdo, memoria de trabalho e aprendizado, fazendo com que os receptores
sejam frequentemente associados a etiologia de diversos transtornos e doencas
como Esquizofrenia, Doenca de Parkinson, Transtorno de Déficit de Atencéao/
Hiperatividade (TDAH) e Transtorno de Tourette (BEAULIEU, 2011).

Dentre os receptores de dopamina, o do tipo D4 se destaca, pois 0 gene
gue o codifica possui uma regido altamente polimorfica de repeticbes em tandem
de namero variavel (VNTR), que se traduz na terceira alca intracelular (ICL3), va-
riando de 2 a 11 unidades de um conjunto de 16 aminoacidos (RONDOU, 2010).

O receptor D4 é mais frequentemente associado ao TDAH devido a sua
distribuicdo peculiar no cérebro, sendo o de menor expressao global. Entretanto,
com maior expressdo no cortex pré-frontal, relacionado as funcdes executivas,
como atencdo e consequentemente o TDAH. Apesar de o receptor de 7
repeticbes (D4.7R) ser a forma mais associada ao TDAH (MICHEALRAJ, 2014),
0S mecanismos pelos quais esta mudanca estrutural poderia ter relagdo com a
causa do TDAH ainda ndo foram elucidados. A compreensdo dos mecanismos
por tras tanto da relacdo do polimorfismo com o TDAH, quanto com a resposta ao
metilfenidato, seriam de grande valor, pois facilitariam o diagnostico, o tratamento
e inclusive trariam a possibilidade do desenvolvimento ou reposicionamento de
farmacos mais eficazes (BONVICINI, 2020).

Portanto, de acordo com as problematicas apresentadas um dos objetivos
deste trabalho € a modelagem da ICL3 na sua forma nativa de 4 repeticdes, e sua
variante polimorfica de 7 repeticbes. Desta forma, viabiliza-se analises
comparativas em relacdo ao receptor de 4 repeticdes, como a andlise de

afinidade via Docking, buscando uma possivel explicagcdo para os mecanismos
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que poderiam estar relacionados com disfunc6es dopaminérgicas, como adi¢ao
por substancias ou TDAH.

2. METODOLOGIA

A estrutura base deste trabalho foi obtida no banco de dados Protein Data
Bank, sob o cédigo 5WIU.

A estrutura foi corrigida e otimizada utilizando os softwares Chimera
(PETTERSEN, 2004) para adicdo de atomos e Modeller (WEBB, 2016) para
adicdo de residuos, onde foram gerados 5 modelos. Todos modelos foram
submetidos a Minimizacdo de Energia através do software GROMACS e
validados através das ferramentas PROCHECK (LASKOWSKI et al. 1993) da qual
foi utilizada o Ramachandran Plot (RAMACHANDRAN et al. 1963), e o Errat
(COLOVOS e YEATES, 1993). A estrutura com maior score nos métodos de
validacdo utilizados foi escolhida para ser usada como molde da modelagem das
alcas de 4 e 7 repeticbes. As sequéncias das algcas foram entdo inseridas e
modeladas e tiveram seus loops otimizados utilizando-se novamente o software
Modeller, gerando-se 10 modelos para cada alca, os quais foram validados
através dos métodos Ramachandran Plot, Errat e Rama-Z (HOOFT, 1997). Os
modelos que obtiveram maiores scores nos métodos de validagdo foram entdo
utilizados para o Docking Molecular, utilizando o software Autodock Vina (TROTT
& OLSON, 2010). Os métodos utilizados estdo demonstrados em fluxograma na

figura 1.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do resultado dos dockings, foi feita a comparacao entre 0s scores
de cada modelo (Tabela 1) gerado neste trabalho, que indicam a afinidade pelo
ligante. Quanto mais negativo, maior a afinidade. Apesar do receptor D4.4 ter apre-
sentando uma afinidade maior na primeira posi¢éo de docking, a regido onde a dopamina
se ligou ndo corresponde ao sitio de ligacao do receptor, interagindo com residuos dife-
rentes do esperado. A segunda posicao do ligante estava na regido esperada, porém,
sua afinidade pelo receptor reduziu. As interac6es adequadas s6 ocorreram nas posicoes
4 e 5, tendo afinidade mais baixa.

O modelo do receptor D4.7R atingiu as interacbes adequadas na 2°

posi¢do. Entretanto, além de a diferenca de afinidade entre os modelos nédo ser
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significativa, o modelo D4.4R sequer pode ser usado para comparacgao, afinal as
interacdes ndo se apresentaram de maneira correta, indicando possivel erro no
modelo. Mesmo utilizando o modelo 5WIU como comparacdo em relacdo ao

D4.7R, o resultado é inconclusivo, pois seus valores de afinidade foram idénticos.

4. CONCLUSOES

Este trabalho buscou uma possivel correlacdo entre o polimorfismo de 7
repeticbes do receptor de dopamina D4 e transtornos, devido a uma possivel
neurotransmissao dopaminérgica deficitdria. Tendo em vista que a maior
diferenca deste polimorfismo é a ICL3, que € uma regido desordenada, foi
proposta uma pergunta que ainda ndo p6de ser respondida por trabalhos como os
de Wang (2017) e Zhou (2019), pois a ICL3 foi substituida pelo fragmento
citocromo b562 e seus trabalhos visam apenas a analise do “wild type”, ou seja, a
versao de 4 repeticoes.

Foram modelados os receptores com as respectivas ICL3, de 4 e de 7
repeticbes. Até o momento ndo foram encontradas outras tentativas de
modelagem da ICL3 de 7 repeticdes na literatura.. De acordo com os resultados
obtidos, ndo foi possivel inferir se ha diferenca entre a afinidade entre os
receptores e a dopamina, embora a comparacdo entre os modelos 5WIU e o
D4.7R indique que esta diferenca nao existe.

Apesar de o resultado deste trabalho ser inconclusivo, questbes
importantes foram levantadas, direcionando estudos futuros a considerar a
dindmica das interagcbes moleculares, a imprevisibilidade das regides
desordenadas, a flexibilidade molecular e a interacdo com proteinas G. Outro
fator decisivo na elaboracdo de tais estudos € a precisdo dos métodos de
validacdo dos modelos, principalmente para regides desordenadas. Considerando
os fatores mencionados sera possivel trabalhar com um modelo mais préximo do
encontrado na natureza, que consequentemente levara a respostas mais

precisas.
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
BEAULIEU, JM; GAINETDINOV, RR. The Physiology, Signaling, and

Pharmacology of Dopamine Receptors. Pharmacological Reviews, Estados
Unidos, Vol. 63, No. 1, p. 182-217, 2011. doi:10.1124/pr.110.002642



"‘ 82 SEMANA

w INTEGRADA XXXI CIC — CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA
' L UFPEL 2022

BIOVIA, Dassault Systemes, Discovery Studio, v21.1.0.20298, San Diego:
Dassault Systemes, 2021.

BONVICINI, C. et al. DRD4 48 bp multiallelic variants as age-population-
specific biomarkers in attention-deficit/hyperactivity disorder. Transl
Psychiatry 10, 70, 2020.

COLOVOS, C; YEATES, TO. Verification of protein structures: patterns of
nonbonded atomic interactions. Protein Sci. 1993;2(9):1511-1519.
doi:10.1002/pro.5560020916

HOOFT, R.W.W., SANDER, C., VRIEND, G. Objectively judging the quality of a
protein structure from a Ramachandran plot. Bioinformatics 13, 425-430,
1997.

LARSEN, Svend Arild et al. Identification and Characterization of Tandem
Repeats in Exon Il of Dopamine Receptor D4 (DRD4) Genes from Different
Mammalian Species. DNA AND CELL BIOLOGY, Volume 24, N° 12, p.795-804,
2005.

LASKOWSKI, RA; MACARTHUR, MW; MOSS, DS; THORNTON, JM (1993).
PROCHECK - a program to check the stereochemical quality of protein
structures. J. App. Cryst., 26, 283-291.

MICHEALRAJ, KA et al. Functional Characterization of rare variants in human
Dopamine receptor D4 Gene by Genotype-Phenotype Correlations.
Neuroscience 262 (2014) 176-189.

PETTERSEN, E.F. et al. UCSF Chimera - A Visualization System for
Exploratory Research and Analysis. J. Comput. Chem. 25(13):1605-1612
(2004).

RAMACHANDRAN, G. N.; RAMAKRISHNAN, C.; SASISEKHARAN, V. J.
Stereochemistry of Polypeptide Chain Configurations Mol. Biol., 7,95-99, 1963

RONDOU, P; HAEGEMAN, G; CRAENENBROECK, KV. The dopamine D4
receptor: biochemical and signalling properties. Cellular and Molecular Life
Sciences (2010).

TROTT, O., & OLSON, A. J. AutoDock Vina: improving the speed and
accuracy of docking with a new scoring function, efficient optimization, and
multithreading. Journal of computational chemistry, 31(2), 455-461, 2010.

WEBB, B; SALI, A. Comparative Protein Structure Modeling Using Modeller.
Current Protocols in Bioinformatics 54, John Wiley & Sons, Inc., 5.6.1-5.6.37,
(2016).

ZHOU, Ye et al. Crystal Structure of dopamine receptor D4 bound to the
subtype selective ligand, L745870. eLife, 21 de nov. de 2019.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=15264254&query_hl=8&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=15264254&query_hl=8&itool=pubmed_docsum

