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RESUMO

A dopamina ¢ um neurotransmissor e seus efeitos fisioldgicos sdo garantidos gracas a existéncia
de receptores e transportador especificos, os quais possuem caracteristicas distintas. O estudo
revelou as caracteristicas genéticas e bioquimicas, bem como as rotas bioldgicas dos cinco
receptores e do transportador de dopamina por meio de ferramentas de bioinformatica e revisao
da literatura. Os dados revelaram que os receptores pertencem a superfamilia de receptores
acoplados a proteina G, enquanto o transportador ¢ membro da familia de genes de carreadores
de soluto 6, e ambos apresentam particularidades genéticas, bioquimicas e de localizagdo
celular, participando da fungdo sinaptica e de transdugao de sinal, na doenga de Parkinson e nas
vias ligadas a dependéncia de drogas. Os receptores de humanos e de outros vertebrados se
distinguem dos invertebrados, indicando uma possivel duplicacdo dos genes no ancestral, bem
como a existéncia de genes de origem distinta, mas com a mesma fungdo. Além disso, a
sequéncia do transportador de dopamina se mostrou altamente conservada. Contudo, apesar da
riqueza de informagdes levantadas, ainda sdo poucos os estudos com receptores e transportador
de dopamina em certos organismos, indicando a necessidade de pesquisas acerca do tema.
Palavras-chave: Bioinformatica; Receptores acoplados a proteina G; Transportador de

monoamina.
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INTRODUCAO

A dopamina ¢ um neurotransmissor da familia da catecolamina, precursor da adrenalina
e noradrenalina (Figura 1). E produzida principalmente no mesencéfalo pelos neurdnios nigrais
(substancia negra) e neurdnios da area tegumentar ventral, bem como pelas glandulas supra
renais, sendo iniciada pela hidratagdo do aminoécido tirosina em 3,4-diidroxifenilalanina
(DOPA), pela agao da enzima tirosina hidroxilase, seguida pela sua descarboxilacdo (Figura 2).
Sua acdo ¢ mediada pela familia de receptores dopaminérgicos, sendo importante no
comportamento motivado por recompensa (BIORKLUND; DUNNETT, 2007; HMDB, 2020).

HO NH,

HO

Figura 1 - Estrutura molecular da dopamina, um composto aromatico homomonociclico.
Fonte: HUDB (2020).

Com nome IUPAC 4-(2-aminoetil)benzeno-1,2-diol e formula quimica CsHiiNO>, a
dopamina possui mais de 20 sindnimos, podendo ser encontrados nos bancos de dados
Chemical Entities of Biological Interest (ChEBI) (HASTINGS et al., 2016), Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (KANEHISA; GOTO, 2000) e Human
Metabolome Database (HMDB) (WISHART et al., 2018). Esse composto organico faz parte
da superclasse benzendide e classe fenol (HMDB, 2020). Além de seus efeitos fisioldgicos
caracteristicos, a dopamina também estd presente em condi¢des patoldgicas, como
esquizofrenia, vitiligo e hipotireoidismo, por exemplo (HMDB, 2020), sendo indicada como
farmaco em casos de desequilibrios hemodindmicos, traumas, septicemias, insuficiéncia renal
e congestiva, dentre outros, uma vez que seu tempo de meia vida ¢ de 2 minutos (WISHART

et al., 2006; DRUGBANK, 2020).
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A dopamina estd localizada em pelo menos 20 tipos teciduais e ¢ descrita
preferencialmente nos compartimentos extracelular e citoplasmatico, podendo ser encontrada
em amostras bioldgicas, sangue, liquido cefalorraquidiano, fezes e urina (HMDB, 2020). Fora
do cérebro e em concentragdes normais, a dopamina possui importantes fungdes, como inibi¢ao
da liberacdo de noradrenalina nos vasos sanguineos; aumenta a excre¢ao de sodio e producao
de urina, bem como ¢ um vasodilatador nos rins; diminui a produg@o de insulina no pancreas;
protege a mucosa intestinal e reduz sua motilidade no sistema digestivo; além de diminuir a

atividade dos linfocitos no sistema imunologico (HMDB, 2020).

.. DOPA- z DOPA-beta _ . .
Tirosina L-DOPA .. .rboxilase EUP amma Iidririliing N ora drenalina E—Adrena lina
O™ Tirosina e ThEEES L =2 i i =
Ao Tirosinn descarbioilass 4 Feniletanalamina-
Iidroxilase ¥ N-metiltransferase
Biossintese de
Moneamine Catecal-0- alcaldides
oxidases metiltransferase isoquinolina

Fd-Dh-hidroxifenilacetaldeido
sinfase

o
3,4-Di-hidroxifenilacetaldeido ¥

O
3-Metoxitiramina

Figura 2 - Sintese de dopamina a partir do aminoécido tirosina.
Fonte: Adaptada de KEGG (2020).

r

Ao contrario da serotonina que possui fun¢do calmante, a dopamina € estimulante,
contribuindo para geragdo da atencao, da energia e da agressividade. Assim, a sua associagao a
drogas, como cafeina e cocaina, induz temporariamente a sua liberagcdo, enquanto que com o
alcool e tranquilizantes ha a inibi¢do de sua produgdo. Além disso, € notavel que milhares de
medicamentos interajam com a dopamina, promovendo efeitos positivos e adversos no
organismo (WISHART et al., 2006; EMMONS; KRANZ, 2007, DRUGBANK, 2020).

No entanto, os efeitos fisiologicos da dopamina no organismo somente sdo garantidos
gragas a existéncia de receptores especificos que garantem o reconhecimento da molécula na

sinapse, sendo primordiais no principio da comunicagdo neuroquimica e na resposta fisiologica
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final. Os receptores dopaminérgicos em humanos (D1, D2, D3, D4 e D5), bem como o seu
transportador (DAT), atuam na sinapse dopaminérgica e possuem caracteristicas distintas.

Os receptores de dopamina s3o amplamente expressos no sistema nervoso central, uma
vez que desempenham importante papel no controle da locomogao, cogni¢do, emocao e afeto,
bem como na secrecao neuroenddcrina (MISSALE et al., 1998). Por outro lado, o DAT ¢ alvo
de varias drogas psicoativas e também esta sujeito a regulacdo de curto e longo prazo por
diversos medicamentos ¢ mecanismos (SALATINO-OLIVEIRA; ROHDE; HUTZ, 2018).

Neste sentido, esta pesquisa teve como objetivo revelar as caracteristicas genéticas e
bioquimicas, bem como as rotas bioldgicas dos cinco receptores (D1, D2, D3, D4, D5) e do
transportador de dopamina (DAT) por meio de ferramentas de bioinformatica e revisdo da
literatura especializada, mas também buscando a similaridade entre essas moléculas de Homo
sapiens ¢ organismos de diferentes espécies de grupos distantes, com variados niveis

taxondmicos, destacando seus efeitos fisiologicos.
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OBJETIVOS

Considerando os cinco receptores dopaminérgicos e o transportador de dopamina, este estudo
buscou:

- revelar as caracteristicas genéticas e bioquimicas, incluindo aspectos de localizacio
cromossOmica, niveis primario, secundario e terciario das estruturas proteicas, presenca de
sitios, motivos e dominios ligantes;

- investigar sua localiza¢do celular e suas rotas bioldgicas envolvidas, descrevendo as
principais cascatas de sinalizacgao;

-identificar a similaridade da sequéncia de Homo sapiens € outras espécies que possuem

deposito em banco de dados, como Bos taurus, Caenorhabditis elegans, Crocodylus
porosus, Danio rerio, Drosophila melanogaster, Gallus gallus, Rattus norvegicus ¢ Xenopus

laevis, descrevendo seus efeitos fisiologicos.
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METODOLOGIA

Estudo exploratorio e descritivo realizado no periodo de julho/2019 a setembro/2020,
baseando-se em revisdo bibliografica e no uso de ferramentas de bioinformética para obtencao
de dados sobre os receptores e transportador de dopamina. A revisdo da literatura foi realizada
nas bases de dados Google Scholar e PubMed utilizando como entrada as seguintes palavras-
chave: "dopamine receptors", ‘“dopamine receptor D(1-5)”, “dopamine transporter”,
“dopamine", “DAT”, “dopaminergic synapse”, “solute carrier family 6” ¢ “G protein-coupled
receptors”. Além disso, termos foram combinados utilizando o operador booleano "AND" para
compor a estratégia de busca.

O banco de dados HMDB (https://hmdb.ca) (WISHART et al., 2018) foi acessado para
obtencdo de informagdes detalhadas acerca da dopamina utilizando o termo “dopamine”,
selecionando o campo “metabolites”. As informagdes utilizadas foram retiradas do nimero de
acesso HMDBO0000073.

As sequéncias de aminoacidos (Fast Adaptive Shrinkage Thresholding Algorithm -
FASTA) foram obtidas no banco de dados NCBI — National Center of Biotechnology
Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e as estruturas proteicas cristalizadas em 3D
foram acessadas no PDB — Protein DataBase (https://www.rcsb.org) (BERMAN et al., 2000)
e no SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org) (KOPP; SCHWEDE, 2004;
WATERHOUSE et al., 2018). As estruturas secundaria e terciaria também foram analisadas
por meio do PsiPred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (BUCHAN; JONES, 2019).

O mapeamento estrutural de sitios, motivos e dominios ligantes foi realizado por meio de
duas analises, utilizando o PDB considerando o niimero de acesso e no banco de dados

PROSITE (https://prosite.expasy.org) (DE CASTRO et al., 2006), ambos com as respectivas

sequéncias FASTA como entrada, sendo selecionada a opc¢do “Exclude motifs with a high
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probability of occurrence from the scan”. Além disso, para avaliagdo de possiveis sitios ligantes
de calmodulina foi realizada a busca no banco de dados Calmodulin Target Database
(http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/no_flash.htm) (YAP et al., 2000).

A plataforma web do PSORT (hospedada no dominio https://psort.hge.jp/form2.html)
(NAKAIL HORTON, 1999) foi utilizada para predi¢ao da localizacdo celular, selecionando a
opcao “yeast/animal” como sequéncia de entrada para a busca.

Para obtencdo dos mapas bioquimicos foi utilizado o banco de dados do KEGG
(https://www.genome.jp/kegg/) (KANEHISA; GOTO, 2000), que retine dados de diferentes
bancos que lidam com genoma, vias metabdlicas e substancias quimicas biologicas. O “KEGG
Pathway” registra redes de interagdes moleculares, reagdes e relagdes para o metabolismo de
diversas moléculas, processamento de informagdo genética, processos celulares, doengas
humanas, entre outros. Para busca dos dados, as entradas utilizadas foram os termos “D*
dopamine receptor” para cada receptor (D1 a D5) e “dopamine transporter”, selecionando o
resultado que contivesse a melhor descri¢do para cada busca, todos no conjunto de “KEGG
orthology”.

A construgdo dos alinhamentos locais, a analise de identidade e grau de similaridade
foram feitas utilizando a ferramenta BLAST - Basic Local Alignment Search Tool
(https://blast.ncbi.nlm.gov/Blast.cgi) (ALTSCHUL et al., 1990), selecionando a opcao “Protein
— Protein” e seguindo como “Non-redundant” no topico “Database”, visando checar todas as
tradugdes nao redundantes do GenBank CDS + PDB + SwissProt + PIR + PRF, excluindo
amostras ambientais de projetos Whole Genome Shotgun - WGS. No topico “organism” foram
inseridos os codigos de fax id (registro taxondmico) das nove espécies selecionadas,
considerando organismos de grupos distantes, com variados niveis taxondmicos, como Homo
sapiens (taxid:9606), Bos taurus (taxid:9913), Caenorhabditis elegans (taxid:6239),

Crocodylus porosus (taxid:8502), Danio rerio (taxid:7955), Drosophila melanogaster
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(taxid:7227), Gallus gallus (taxid:9031), Rattus norvegicus (taxid:10116) e Xenopus laevis
(taxid:8355). Nesta andlise a identidade (%) revelou a quantidade de matchs entre duas
sequéncias considerando residuos similares. Além disso, o valor estatistico (E-value) indicou o
numero esperado de falsos positivos, sendo diretamente proporcional a chance do resultado ser

consequéncia do acaso.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Classificagdo das proteinas e estrutura dos genes

Os receptores de dopamina pertencem a superfamilia de receptores acoplados a proteina
G (GPCR), apresentando uma estrutura candnica de sete transmembranas, sendo classificados
em cinco subtipos em mamiferos e divididos em duas familias de acordo com a sua estrutura e
resposta bioldgica. A familia D1-/ike inclui os receptores D1 e D5, enquanto a familia D2-/ike
agrupa os receptores D2, D3 e D4 (MISSALE et al., 1998; RANGEL-BARAJAS; CORONEL;
FLORAN, 2015; BEAULIEU; ESPINOZA; GAINETDINOV, 2015). A organizagdo gendmica
dos receptores de dopamina indica que eles sdo diferentes quanto ao nimero de residuos de
nucleotideos, quantidade de introns e localizagdo cromossdmica (Tabela 1). Na tabela 1 também

estdo as caracteristicas genéticas do transportador de dopamina (DAT).

Tabela 1 - Caracteristicas genéticas dos receptores dopaminérgicos estratificados em familia
(D1-like e D2-like), proteina (D1-D5) e gene (DRD1-DRDS) e do transportador de dopamina
(DAT) em Homo sapiens.

D1-like D2-like
D1 D5 D2 D3 D4 DAT
(DRD1) (DRD5) (DRD2) (DRD3) (DRD4) (SLCBA3)
Residuos de nucleotideos 1.341 1.434 1.332 1.203 1.260 1.863
Introns 1 0 14 1 4 15
Localizagdo no cromossomo 5g35.1 4p15.1-16.1 11g22-23 3g133 11p15.5 5p15.33

Fonte: Adaptada de Missale et al. (1998) e atualizada com dados do NCBI (2020).

Estes receptores foram inicialmente propostos com base em evidéncias farmacoldgicas e
bioquimicas, podendo estar acoplados positivamente a adenilato ciclase induzindo a
acumulagdo de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) intracelular e a ativacao da proteina
quinase dependente de AMPc, proteina quinase A (PKA), designados como receptores D1-/ike,
ou independente do sistema de geracdo de AMPc que sdo acoplados negativamente a adenilato

ciclase, reduzindo a acumulacao de AMPc ¢ modulando a atividade da PKA e seus efetores,
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como sdo os receptores D2-/like (MISSALE et al., 1998; RANGEL-BARAJAS; CORONEL;
FLORAN, 2015; BEAULIEU; ESPINOZA; GAINETDINOV, 2015).

Os transportadores de neurotransmissores pertencentes a familia de genes de carreadores
de soluto (SLC) compreendem um grupo de transportadores para os neurotransmissores de
monoamina, como a serotonina, a dopamina e a noradrenalina, bem como o0s
neurotransmissores de aminoacidos GABA e glicina, amplamente expressos no cérebro de
mamiferos desempenhando um papel essencial na regulacdo da sinalizagdo e homeostase dos
neurotransmissores (KRISTENSEN et al., 2011; SALATINO-OLIVEIRA et al., 2018).

O DAT ¢ membro da superfamilia de proteinas simportadoras de neurotransmissores
dependentes de sodio e da subfamilia de genes SLC6, atuando na regulagdo da neurotransmissao
dopaminérgica no cérebro, recaptando a dopamina extraneuronal (Figura 3). Todo o
conhecimento sobre a estrutura do DAT em humanos ¢ baseado em dados obtidos a partir de

estudos com transportadores homologos.

HO T e~ NH;

HD e
' Dopamina ,
L. "'r .
1ou2 Na*

1CF
DAT
(K%)

Figura 3 - Funcionamento do transportador de dopamina (DAT) por meio do carreamento do

neurotransmissor simultaneamente com a entrada de Na* e Cl e a saida de K*.
Fonte: Adaptada de Kristensen et al. (2011).

A via de sinapse dopaminérgica na qual hd a participacdo de todos os receptores de

dopamina, bem como do seu transportador foi levantada a partir do banco de dados KEGG
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(Figura 4), a qual ilustra bem a cascata de sinalizacdo integrada dos cinco receptores nos
neurdnios pré- e pos-sinapticos e o DAT. Os dados da via extraida do KEGG corroboram com
arevisdo realizada por Rangel-Barajas et al. (2015), sendo possivel notar a localizagdo neuronal
dessas moléculas. A funcdo do receptor D2 como autorreceptor e sua presenga nos neuronios
pré- e pos-sinapticos, bem como a localizagdo do DAT nas células da glia e no neur6nio pré-
sinaptico desempenhando sua fungdo de recaptacdo da dopamina. A cascata de sinalizagdo dos
receptores D1-like passam pelo AMPc e PKA, culminando em plasticidade sinaptica ou
regulacdo génica, enquanto os receptores D2-like se restringem a proteina G inibitoria,
produzindo uma resposta no AMPc ou alternativamente na via da fosfolipase C (PLC), na qual

os receptores D1-/ike também sdo ativadores.

Aspectos funcionais e cascatas de sinaliza¢do

Os receptores de dopamina sdo conhecidos por influenciar o sistema imune, bem como o
cardiovascular, renal e fungdes gastrointestinais, mas também podem atuar no movimento
voluntario, na recompensa, na regulacao do sono, na alimentacao, na afetividade e atencdo, na
fun¢do cognitiva, no olfato e visdo, além da regulacdo hormonal, simpdtica e ere¢do peniana
(BEAULIEU; ESPINOZA; GAINETDINOV, 2015).

Neuronios que expressam o receptor D1 induzem o reforco persistente, estando
envolvidos no controle temporal e da ingestdo de alimentos, desempenhando papel importante
na atividade locomotora, recompensa de sistemas, aprendizado e memoria (RANGEL-
BARAJAS; CORONEL; FLORAN, 2015; BEAULIEU; ESPINOZA; GAINETDINOV, 2015).
Além disso, a ativagdo do receptor D1 também esta relacionada a regulagdo do gradiente
eletroquimico através de Na“ e K™ -ATPase e com a homeostase do sddio no rim (RANGEL-

BARAJAS; CORONEL; FLORAN, 2015).
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Fonte: Adaptada de KEGG (2020b).
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A estimulacdo dos neurdnios que expressam o receptor D2 induz inibigdes transitdrias e
a sua superestimulacdo ou atividade excessiva no corpo estriado, levando ao funcionamento
alterado dos neur6nios do cortex pré-frontal através de varios mecanismos, culminando em
deficiéncias na funcdo executiva e na memoria de trabalho. Além disso, o receptor D2
desempenha um papel importante no corpo estriado, atuando no equilibrio e na plasticidade
estrutural, bem como na sinalizag¢do da supressao de osteoclastogénese humana e na modulagao
da imunidade inata em astrdcitos, resultando na supressdo da neuroinflama¢do (RANGEL-
BARAJAS; CORONEL; FLORAN, 2015; BEAULIEU; ESPINOZA; GAINETDINOV, 2015).

O receptor D3 contribui para a regulacao da liberagdo de dopamina e a sua superexpressao
ndo leva a déficits cognitivos, mas a perturbagdes na motivagdo. Ja o receptor D4 esta altamente
expresso na glandula pineal atuando no ciclo circadiano, além de contribuir para a longevidade
(BEAULIEU; ESPINOZA; GAINETDINOV, 2015). Por outro lado a ativacao do receptor D5
aumenta a producdo de interleucinas IL-23, uma citocina que induz a polarizacdo de células
TCD4+, as quais estdo relacionadas a resposta inflamatoria. Além disso, a estimulacdo do
receptor D5 em células dendriticas potencializa a imunidade mediada, sendo capaz de modular
o desenvolvimento de uma resposta autoimune in vivo (RANGEL-BARAJAS; CORONEL;
FLORAN, 2015; BEAULIEU; ESPINOZA; GAINETDINOV, 2015).

Quanto ao DAT, sua principal fung¢do ¢ regular a disponibilidade de dopamina na sinapse,
removendo o neurotransmissor da fenda sindptica e levando-o de volta para o neurénio pré-
sinaptico, encerrando as ag¢oes da dopamina, bem como limitando seus efeitos (SALATINO-
OLIVEIRA et al., 2018).

Na figura 3 ¢ possivel visualizar o mecanismo de funcionamento do transportador de
dopamina a medida que os fons ClI" ¢ Na" adentram a célula devido ao gradiente de
concentragdo, através de uma corrente eletrogénica e a contradire¢do do fluxo do ion K*

(KRISTENSEN et al., 2011). Além disso, o DAT desempenha papel integral na cognigao, afeto,
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reforco comportamental e fungdo motora, mas também pode contribuir em casos especificos
para o desenvolvimento da depressao, déficit de atencao, disturbio de hiperatividade, anedonia,
Doenga de Parkinson e vicios (SCHMITT; REITH, 2010).

Em relacdo a cascata de sinalizacdo, os receptores DI1-/ike induzem a ativagdo da
adenilato ciclase através da ativacgao direta de proteinas de ligag@o a nucleotideos da guanosina
(proteinas G), resultando na conversdo de adenosina trifosfato (ATP) em AMPc. O AMPc
interage com as subunidades reguladoras da PKA, induzindo a libera¢do das subunidades
cataliticas que fosforilam substratos diferentes. Uma das proteinas mais estudadas envolvidas
na regulagdo de via de transdu¢@o de sinal mediada por estes receptores ¢ PKA ¢ a proteina
fosforregulada por AMPc-32 kDa e dopamina (DARPP-32) (RANGEL-BARAIJAS;
CORONEL; FLORAN, 2015). A figura 5 revela a cascata de sinalizagio celular completa dos
receptores D1-/ike.

Os receptores de dopamina se colocalizam com DARPP-32 em vérias regides do cérebro.
A fosforilacdo de DARPP-32 pela PKA no residuo treonina-34 induz a inibi¢do da proteina
fosfatase-1 (PP1), enquanto a fosforilagao do residuo treonina-75 por quinase 5 dependente de
ciclina (Cdk5) induz a inibi¢do da PKA. A ativacdo da PKA e a inibigdo do PP1 sdo mediadas
por PKA, podendo causar alteracdes diretas no estado de fosforilagdo de varios canais, como
do receptor AMPA, GABA, NMDA, dentre outros, desempenhando papel importante na
conducdo elétrica neuronal (RANGEL-BARAJAS; CORONEL; FLORAN, 2015).

Os receptores DI1-like também ativam uma via de transdug¢do de sinal que tem sido
relacionada com varios disturbios neuropsiquiatricos, ativando PLC, mediado por uma tnica
proteina transmembrana que promove a interacdo do receptor com a proteina G. Como
resultado, a PLC ¢ ativada e aumenta o acimulo de inositol trifosfato (IP3) que, por sua vez, se
liga ao seu receptor no compartimento intracelular induzido pela liberagdo de ions calcio

(RANGEL-BARAJAS; CORONEL; FLORAN, 2015).
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Figura 5 - Cascata de sinalizacdo celular dos receptores da familia D1-/ike.

AMPc, adenosina monofostato 3'-5'-ciclico; PKA, proteina quinase A; DARPP-32,
fosfoproteina regulada por dopamina e AMPc-32 kDa; AC, adenilato ciclase; PP1, PP2A ou
PP2B, proteina fosfatase 1, 2A ou 2B; PKC, proteina quinase C; PLC, fosfolipase C; IP3,
inositol trifosfato; mTOR, proteina alvo da rapamicina; PIP2, fosfatidilinositol 2; Ca", célcio;

CREB, proteina de ligacdao ao elemento de resposta.
Fonte: Adaptada de Rangel-Barajas,; Coronel; Floran (2015).

A ativagdo do ERKI1/2 também foi observada em varias linhagens celulares. Os
receptores D2 e D4 apresentam algumas diferengas em relacdo a ativacdo de ERK/MAPK em
comparagdo com o receptor D3, incluindo a sinalizagdo MAPK ativada por receptores D4 e a
ativacio de Akt por receptores D2 (Figura 6) (RANGEL-BARAJAS; CORONEL; FLORAN,
2015).

Os receptores D3 também participam da fosforilagdo de Akt e sdo capazes de aumentar
a atividade da proteina quinase C (PKC) e da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K). Para isso,

estes receptores ativam Akt, a qual ativa a sinalizagcdio mTOR/p70S6/4E-BP1, provavelmente
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mediada pela proteina quinase dependente de fosfatidilinositol (PDK), e também a inativacao
da glicogénio sintase quinase (GSK-3) (Figura 6) (RANGEL-BARAJAS; CORONEL;

FLORAN, 2015).
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Figura 6 - Cascata de sinaliza¢do celular dos receptores da familia D2-/ike.

AMPc, adenosina monofostato 3'-5'-ciclico; PKA, proteina quinase A; DARPP-32,
fosfoproteina regulada por dopamina e AMPc-32 kDa; AC, adenilato ciclase; PP1, PP2A ou
PP2B, proteina fosfatase 1, 2A ou 2B; MAPK, MEK, proteina quinase ativada por mitdégeno;

PKC, proteina quinase C; Akt, proteina quinase B; GSK-3, glicogénio sintase quinase 3;
PLCPB, fosfolipase C isoforma f3; PI3K, fosfatidilinositol-3-quinase; PIP2 e PIP3,
fosfatidilinositol 2 e 3; IP3, inositol trifosfato; Ca?", calcio; GIRK, canais de potassio
acoplados a proteina G; Raf/ERK, proteina quinase regulada por sinal extracelular; PDK,
proteina quinase dependente de fosfatidilinositol; mTOR, proteina alvo da rapamicina; p70S6,
quinase p70S6; rpS6, proteina ribossomal; 4E-BP, proteina de liga¢do 4E do fator de
iniciagdo eucariotico.

Fonte: Adaptada de Rangel-Barajas, Coronel; Floran (2015).

A ativacdo da familia de receptores D2-/ike geralmente leva a inibig¢do da atividade da
adenilato ciclase, da PKA e da DARPP-32. Além disso, os receptores D2-/ike também modulam

os canais de potassio acoplados a proteina G (GIRK) para mediar a resposta elétrica neuronal
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através de GPCR, sendo o efeito varidvel entre os receptores D2-like (RANGEL-BARAIJAS;
CORONEL; FLORAN, 2015).

Por outro, na cascata de sinalizagdo do DAT com agdo de drogas, como anfetamina e
acido ocadaico, existe uma rede regulatdoria complexa que modula a fosforilagdo do
transportador com a participagdo de quinases (CaMKlIla, PKC, PP1, PP2, flotilina-1, PIP2 e
sintaxina) de maneira a influenciar a capacidade do transportador de efluir dopamina (Figura

7) (KARAM; JAVITCH, 2018).

e M ; S

R

Figura 7 — Regulagdo do transportador de dopamina (DAT) por fosforilagdo e a agdo da
anfetamina (AMPH) atuando como substrato do transportador.
DA, dopamina; PP1/PP2, proteina fosfatase 1/2; AO, acido ocadaico; CaMKIla, subunidade
alfa da proteina quinase dependente de célcio/calmodulina; PKC, proteina quinase C; PMA,

forbol-12-miristato-13-acetato.
Fonte: Adaptada de Karam,; Javitch (2018).

Sequéncia FASTA e estrutura proteica

As sequéncias de aminoacidos dos receptores dopaminérgicos e do transportador de
dopamina de humanos estao postadas na tabela 2, as quais foram obtidas no NCBI. Durante a
busca restrita para H. sapiens foram encontrados acessos de sequéncias inteiras e parciais para
cada um dos receptores, sendo 18 para D1, 12 para D2, 29 para D3, 122 para D4 e 11 para DS,

além de 19 para o DAT.



30

Tabela 2 - Informagdes bioquimicas dos receptores de dopamina (D1, D2, D3, D4 e D5) e do seu transportador (DAT), incluindo o codigo de
acesso no NCBI, PDB ou Expasy, o numero de residuos de aminoacidos e as sequéncias primaria (FASTA) e terciaria (Estrutura) com o seu
respectivo método

Receptor/ Cadigo de Residuos de
Sequéncia FASTA Estrutura
Transportador acesso aminoacidos

>CAA39286.1 dopamine receptor D1 [Homo
sapiens]
MRTLNTSAMDGTGLVVERDFSVRILTAC
FLSLLILSTLLGNTLVCAAVIRFRHLRSKV
TNFFVISLAVSDLLVAVLVMPWKAVAEI
AGFWPFGSFCNIWVAFDIMCSTASILNLC
VISVDRYWAISSPFRYERKMTPKAAFILIS
VAWTLSVLISFIPVQLSWHKAKPTSPSDG
CAA39286.1 NATSLAETIDNCDSSLSRTYAISSSVISFYI
bl (P21728) e PVAIMIVTYTRIYRIAQKQIRRIAALERAA
VHAKNCQTTTGNGKPVECSQPESSFKMS
FKRETKVLKTLSVIMGVFVCCWLPFFILN
CILPFCGSGETQPFCIDSNTFDVEVWEGW
ANSSLNPIITYAFNADFRKAFSTLLGCYRLC
PATNNAIETVSINNNGAAMFSSHHEPRGS
ISKECNLVYLIPHAVGSSEDLKKEEAAGI
ARPLEKLSPALSVILDYDTDVSLEKIQPIT
QNGQHPT




D2

P14416.2
(6CM4)

443

>sp|P14416.2IDRD2_HUMAN RecName:
Full=D(2) dopamine receptor; AltName:
Full=Dopamine D2 receptor
MDPLNLSWYDDDLERQNWSRPFNGSDG
KADRPHYNYYATLLTLLIAVIVFEGNVLVC
MAVSREKALQTTTNYLIVSLAVADLLVA
TLVMPWVVYLEVVGEWKFSRIHCDIFVT
LDVMMCTASILNLCAISIDRYTAVAMPM
LYNTRYSSKRRVTVMISIVWVLSFTISCPL
LFGLNNADQNECIIANPAFVVYSSIVSFYV
PFIVTLLVYIKIYIVLRRRRKRVNTKRSSR
AFRAHLRAPLKGNCTHPEDMKLCTVIMK
SNGSFPVNRRRVEAARRAQELEMEMLSS
TSPPERTRYSPIPPSHHQLTLPDPSHHGLH
STPDSPAKPEKNGHAKDHPKIAKIFEIQT
MPNGKTRTSLKTMSRRKLSQQKEKKATQ
MLAIVLGVFIICWLPFFITHILNIHCDCNIP
PVLYSAFTWLGYVNSAVNPIIYTTFNIEFR
KAFLKILHC

31




D3

P35462.2
(3PBL)

400

>sp|P35462.2IDRD3 HUMAN RecName:
Full=D(3) dopamine receptor; AltName:
Full=Dopamine D3 receptor

MASLSQLSSHLNYTCGAENSTGASQARP
HAYYALSYCALILAIVFGNGLVCMAVLK
ERALQTTTNYLVVSLAVADLLVATLVMP
WVVYLEVTGGVWNFSRICCDVFVTLDV
MMCTASILNLCAISIDRYTAVVMPVHYQ
HGTGQSSCRRVALMITAVWVLAFAVSCP
LLFGFNTTGDPTVCSISNPDFVIYSSVVSF
YLPFGVTVLVYARIYVVLKQRRRKRILTR
QNSQCNSVRPGFPQQTLSPDPAHLELKRY
YSICQDTALGGPGFQERGGELKREEKTRN
SLSPTIAPKLSLEVRKLSNGRLSTSLKLGP
LQPRGVPLREKKATQMVAIVLGAFIVCW
LPFFLTHVLNTHCQTCHVSPELYSATTWL

GYVNSALNPVIYTTFNIEFRKAFLKILSC

32




D4

P21917.3
(SWIU)

419

>sp|P21917.3]DRD4 HUMAN RecName:
Full=D(4) dopamine receptor; AltName:
Full=D(2C) dopamine receptor; AltName:
Full=Dopamine D4 receptor

MGNRSTADADGLLAGRGPAAGASAGAS
AGLAGQGAAALVGGVLLIGAVLAGNSL
VCVSVATERALQTPTNSFIVSLAAADLLL
ALLVLPLFVYSEVQGGAWLLSPRLCDAL
MAMDVMLCTASIFNLCAISVDRFVAVAV
PLRYNRQGGSRRQLLLIGATWLLSAAVA
APVLCGLNDVRGRDPAVCRLEDRDYVV
YSSVCSFFLPCPLMLLLYWATFRGLQRW
EVARRAKLHGRAPRRPSGPGPPSPTPPAP
RLPQDPCGPDCAPPAPGLPRGPCGPDCAP
AAPSLPQDPCGPDCAPPAPGLPPDPCGSN
CAPPDAVRAAALPPQTPPQTRRRRRAKIT
GRERKAMRVLPVVVGAFLLCWTPFFVV
HITQALCPACSVPPRLVSAVTWLGY VNS

ALNPVIYTVFNAEFRNVFRKALRACC

33



D5

CAA41360.1
(P21918)

477

>CAA41360.1 D5 dopamine receptor [Homo
sapiens]
MLPPGSNGTAYPGQFALYQQLAQGNAV
GGSAGAPPLGPSQVVTACLLTLLIWTLL
GNVLVCAAIVRSRHLRANMTNVFIVSLA
VSDLFVALLVMPWKAVAEVAGYWPFGA
FCDVWVAFDIMCSTASILNLCVISVDRY
WAISRPFRYKRKMTQRMALVMVGLAWT
LSILISFIPVQLNWHRDQAASWGGLDLPN
NLANWTPWEEDFWEPDVNAENCDSSLN
RTYAISSSLISFYIPVAIMIVTYTRIYRIAQV
QIRRISSLERAAEHAQSCRSSAACAPDTSL
RASIKKETKVLKTLSVIMGVFVCCWLPFF
ILNCMVPFCSGHPEGPPAGFPCVSETTFD
VFVWFGWANSSLNPVIYAFNADFQKVFA
QLLGCSHFCSRTPVETVNISNELISYNQDI
VFHKEIAAAYIHMMPNAVTPGNREVDND
EEEGPFDRMFQIYQTSPDGDPVAESVWEL
DCEGEISLDKITPFTPNGFH

34




DAT

AAB23443.1
(001959)

620

>AAB23443.1 dopamine transporter [Homo
sapiens]
MSKSKCSVGLMSSVVAPAKEPNAVGPKEVEL
ILVMEQNGVQLTSSTLTNPRQSPVEAQDRET
WGKKIDFLLSVIGFAVDLANVWRFPYLCYKN
GGGAFLVPYLLFMVIAGMPLFYMELALGQFN
REGAAGVWKICPILKGVGFTVILISLYVGFFY
NVIIAWALHYLFSSFTTELPWIHCNNSWNSPN
CSDAHPGDSSGDSSGLNDTFGTTPAAEYFERG
VLHLHQSHGIDDLGPPRWQLTACLVLVIVLL
YFSLWKGVKTSGKVVWITATMPYVVLTAL
LLRGVTLPGAIDGIRAYLSVDFYRLCEASVWI
DAATQVCFSLGVGFGVLIAFSSYNKFTNNCY
RDAIVTTSINCLTSFSSGFVVFSFLGYMAQKH
SVPIGDVAKDGPGLIFIIYPEAIATLPLSSAWA
VVFFIMLLTLGIDSAMGGMESVITGLIDEFQLL
HRHRELFTLFIVLATFLLSLFCVTNGGIYVFTL
LDHFAAGTSILFGVLIEAIGVAWFYGVGQFSD
DIQOMTGQRPSLYWRLCWKLVSPCFLLFVVV
VSIVTFRPPHYGAYIFPDWANALGWVIATSSM
AMVPIYAAYKFCSLPGSFREKLAYAIAPEKDR
ELVDRGEVRQFTLRHWLKV

Fonte: Os autores. Tabela construida com dados extraidos do NCBI (2020), PDB (2020), ExPASy (2020) e Proteins Plus (2020).
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Visto a diversidade de depositos no NCBI, utilizaram-se como critérios de escolha o
numero de residuos descrito na literatura, a data de criacdo mais antiga e a completude da
sequéncia da estrutura primaria. A criacdo de critérios de inclusdo e exclusdo ¢ importante para
tornar a analise mais adequada metodologicamente, uma vez que existe uma gama de versdes
redundantes que podem ser parciais, brutas, preditas, comentadas, mais recentes ou mais
antigas.

Os receptores D2, D3 e D4 possuem estruturas proteicas disponiveis no banco de dados
de proteinas PDB obtidas a partir do método de difragdo de raio-X, enquanto os receptores D1
e D5 e o transportador DAT nao possuem estruturas cristalografadas, mas somente modelos por
homologia no banco de dados de proteinas do ExPasy (Swiss-model) (Tabela 2). No inicio dos
anos 2000, os bancos de dados PDB (BERMAN et al., 2000) e ExXPASy (Swiss-model - KOPP;
SCHWEDE, 2004; WATERHOUSE et al., 2018) eram os unicos arquivos mundiais de dados
estruturais de macromoléculas biologicas e ainda hoje lideram no fornecimento confidvel
dessas informagdes.

Considerando a estrutura primadria, os receptores possuem em torno de 400 a 477 residuos
de aminoacidos em sua cadeia, enquanto que o transportador possui 620 residuos de
aminoacidos. Quanto ao nivel secundario proteico, o arranjo prevalente foi o a-hélice (dominios
transmembrana) em todas as estruturas tridimensionais encontradas nos bancos de dados, mas

também estdo presentes a conformacao 3 e dobra f3.

Sitios, motivos e dominios ligantes

As caracteristicas bioquimicas dos receptores e do transportador de dopamina, como
localizacdo da estrutura proteica ao longo da membrana plasmatica, considerando as regides
extracelular e citosélica, bem como os sitios, motivos e dominios ligantes, foram mapeados no

PDB utilizando o cdédigo de acesso proprio deste banco ou do UniProtKB (Figuras 8 e 9).
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Figura 8 - Mapeamento estrutural de sitios, motivos e dominios ligantes dos receptores D1, D2 e D3 de Homo sapiens obtidos no Protein Data
Bank. Os codigos de acesso PDB P21728, P14416 e P35462 sao referentes aos receptores D1, D2 e D3, respectivamente. A esquerda estao os
nomes dos bancos de dados relacionados aos sitios, motivos e dominios ligantes (UniProtKB, Pfam e Phospho), e a linha acima corresponde a

quantidade e localizagdo dos residuos de aminoacidos.
Fonte: Os autores. Figura construida com dados extraidos do PDB (2019).
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Figura 9 - Mapeamento estrutural de sitios, motivos e dominios ligantes dos receptores D4 e D5, e do transportador DAT de Homo sapiens
obtidos no Protein Data Bank. Os c6digos de acesso PDB P21917 e P21918 sao referentes aos receptores D4 e D5, respectivamente, € do DAT
refere-se ao codigo de acesso PDB Q01959. A esquerda estdo os nomes dos bancos de dados relacionados aos sitios, motivos e dominios ligantes

(UniProtKB, Pfam e Phospho), e a linha acima corresponde a quantidade e localizag¢ao dos residuos de aminoacidos.
Fonte: Os autores. Figura construida com dados extraidos do PDB (2019).
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A figura 8 indica o mapeamento estrutural dos receptores D1, D2 e D3, revelando que no
receptor D1 ha dois sitios de N-glicosilagdo (GlcNAc-asparagina) nos residuos 5 e 4, além de
quatro sitios de fosforilagao, sendo um no residuo Ser56, dois nos residuos Thr136 e Thr360 e
um no residuo Lys223.

No receptor D2 ha um sitio de interagdo com PPP1R9B, dois sitios ligantes agonistas,
trés sitios de N-glicosilacdo (GlcNAc-asparagina) nos residuos 5, 17 e 23, dois sitios
importantes de ativacao nos residuos de serina 194 e 197, e treze sitios de fosforilagdo, sendo
trés nos residuos de treonina 134, 144 e 225, sete nos residuos de serina 147, 148, 228, 229,
321, 354 ¢ 359, e trés nos residuos de lisina 324, 332 ¢ 336. No receptor D3 ha dois sitios
ligantes agonistas, quatro sitios de N-glicosilacdo (GlcNAc-asparagina) nos residuos 12, 19, 97
e 173, e nove sitios de fosforilacao, sendo trés nos residuos de treonina 142, 225 ¢ 289, ¢ seis
nos residuos de serina 229, 233, 257, 285, 287 e 309.

A figura 9 representa o mapeamento estrutural dos receptores D4 e D5, revelando que no
receptor D4 ha um sitio de N-glicosilagdo (GlcNAc-asparagina) no residuo 3, dois sitios de
ligagdo de ions Na” e cinco sitios de fosforilagdo, sendo um no residuo Arg63, um no residuo
Thr159 e trés nos residuos de serina 163, 239 e 245. No receptor D5 foram encontrados apenas
dois sitios de N-glicosilagao (GlcNAc-asparagina) nos residuos 7 € 222. Por outro lado, para o
transportador DAT foram revelados trés sitios de N-glicosilagdo (GlcNAc-asparagina) nos
residuos 181, 188 e 205, um sitio de fosforilacao no residuo Lys5, um no residuo Tyr593, cinco
nos residuos de treonina 48, 62, 278, 286 ¢ 613, seis nos residuos de serina 2,4, 7, 12, 13 ¢ 53.
Além disso, no DAT também foram identificados nove sitios de ligagdo de ion metdlico e um
sitio de ligacdo de cocaina de alta afinidade no residuo. Schmitt; Reith (2010) revelaram a
presenca dos sitios de glicosilagdo no segundo loop extracelular, sendo criticos para

estabilidade e eficiéncia do transporte. A avaliacdo de uma mesma sequéncia em mais de um
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banco de dados, estudos com mutantes, dados de transcriptoma e outras ferramentas justificam
a apresentacao de sitios em diferentes literaturas.

Os dominios e sitios ligantes também foram investigados utilizando como busca a
sequéncia FASTA nos bancos de dados PROSITE e Calmodulin Target Database. Os dados
foram plotados no quadro 1, considerando a quantidade encontrada em cada receptor como “x”.

Onze tipos de sitios, motivos e dominios ligantes diferentes foram revelados, sendo eles
o de N-glicosilagdo (em maior quantidade no D5, total de cinco); de fosforilagdo, tanto de
caseina quinase II (em maior quantidade em D1 e D5, ambos com total de seis), proteina quinase
C (em maior quantidade em D2 e D4, ambos com seis sitios), e de AMPc (em maior quantidade
em D2, apresentando quatro sitios); sitios para proteina G (em cada receptor foi encontrado um
sitio € nenhum no transportador); sitio simporte de dopamina-Na* (encontrado somente em
DAT, com trés sitios); sitio de amidagdo e ziper de leucina (ambos somente em DAT e apenas
um sitio de cada); de N-miristoilacdo (em maior quantidade para D4 e D5, com seis sitios em
cada); sitio de regides ricas em prolina (apenas um sitio no receptor D4); e ligante de
calmodulina (em maior nimero em D4, D5 e DAT, ambos com dois sitios). Em suma, o receptor
D5 apresenta maior numero de sitios ligantes, totalizando 26, seguido do D1 com 21, D2 e D4
com 20, D3 com 17 e DAT com 11.

As modificagdes pos-traducionais sao eventos criticos para a estrutura, fungao e regulacao
de receptores e transportadores, incluindo glicosilacdo, fosforilagdo, amidacdo, dentre outras.
Quase todos os transportadores sao glicosilados, com predominancia de N-glicosilagdo na qual
ha a adi¢do enzimadtica de um oligossacarideo a residuos de asparagina extracelular (CZUBA
et al., 2018). A partir do PDB e PROSITE observa-se a presenca de sitios de N-glicosilagcdo de
residuos de asparagina em todos os receptores e transportador de dopamina (Figuras 8 € 9,
Quadro 1), porém a extensao da glicosilagao e sua influéncia funcional variam de acordo com

o tipo de molécula e o ambiente celular. Dados de Min et al. (2015) indicam que a glicosila¢ao
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dos receptores D2 e D3 estd envolvida na selecdo de vias endociticas por meio de
microdominios especificos e confirmam que essa modificacdo pos-traducional ¢ essencial para
a expressao e internalizacao da superficie da propria célula.

De acordo com o mapeamento do PDB nota-se que os receptores D1-/ike possuem menos
sitios, motivos e dominios ligantes comparados com os receptores D2-like (Figuras 8 ¢ 9;
Quadro 1). Apesar do mapeamento do PDB nio revelar sitios de fosforilagao para o D5 (Figura
9), os bancos de dados PROSITE e Calmodulin Target Database (Quadro 1) indicam que este
receptor dopaminérgico apresenta a maior quantidade de sitios, motivos e dominios ligantes.

Entre os D2-like, o receptor D2 destaca-se com maior nimero de sitios de fosforilagdo, o
que pode estar relacionado ao fato deste receptor de dopamina apresentar mais fungdes, em
quantidade e em diversidade, estando presente em diferentes vias na cascata de sinapse
dopaminérgica, como por exemplo, participando como receptor pré-sinaptico, como receptor
pos-sinaptico, além de atuar como autoreceptor no neurdnio pré-sinaptico (Figura 4).

A auséncia de sitios de fosforilagdo para AMPc e de receptor para proteina G em DAT
(Quadro 1) pode ser justificada pelo fato dos transportadores de monoaminas, como o DAT,
serem fosfoproteinas e nao necessitarem de um segundo mensageiro para sua sinalizagao,
portanto ndo se acoplam as proteinas G nem modificam os niveis de AMPc, mas translocam
ativamente a dopamina extracelular com o simporte de ions Na’. Ainda, assim como os
receptores, 0 DAT também participa de vias de fosforilagdo, como a da PKA, PKC, ERK, Akt
e IP3 (FOSTER E VAUGHAN, 2016).

Outra particularidade do DAT ¢ a presenga de sitios simporte dopamina-Na", de amidagdo
e ziper de leucina (Quadro 1). A presenga do sitio simportador de neurotransmissor-Na"
caracteriza 0 DAT como um transportador que utiliza o gradiente de ions Cl" e Na" ao longo da
membrana plasmatica para fornecer forca motriz para o transporte de dopamina (RUDNICK;

CLARK, 1993), como esquematizado na figura 7.



Quadro 1 - Sitios, motivos e dominios ligantes dos receptores (D1, D2, D3, D4 e D5) e transportador de dopamina (DAT)

Sitios, motivos e dominios D1 D2 D3 D4 D5 DAT
ASN_glicosilacao XXX XXX XXXX X XXXXX X
Fosforilagao para caseina quinase II XXXXXX XXXX X XX XXXXXX X
Fosforilagdo para proteina quinase C XXXX XXXXXX XXX XXXXXX XXXX X
Fosforilagdo para AMPc XX XXXX XX X XX -
Receptor para proteina G X X X X X -
Simporte dopamina-Na* - - - - - XXX
Ziper de leucina - - - - - X
Amidacao - - - - - X
Miristoilagao XXXX X XXXXX XXXXXX XXXXXX X
Regides ricas em prolina - - - X - -
Potencial ligante de calmodulina X X X XX XX XX
TOTAL 21 20 17 20 26 11

Fonte: Os autores. Quadro construido com dados extraidos do PROSITE e Calmodulin Target Database (2019).
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Poucos sdo os estudos que tratam do tema amidagdo no contexto estrutural de
transportadores, entretanto sabe-se que a presen¢a de tal modificacdo ¢ indispensavel para a
transducdo do sinal e reconhecimento de um receptor, sendo também responsavel por ancorar
peptideos e proteinas 2 membrana celular (VIRAG et al., 2020). Além disso, sabe-se que a
amidagdo garante prote¢do a degradagdo proteolitica e as mudangas no pH fisiologico, além de
maior afinidade de ligacdo e sinalizacdo aprimorada (KUMAR; EIPPER; MAINS, 2014).

Por outro lado, os ziperes de leucina sdo reguladores de transcricdo em eucariotos,
caracterizados pela presenca de leucina a cada seis residuos de aminodacidos, sugerindo a
formagao de uma super hélice de alfa-hélices, com possivel fungcdo de mediar as interagdes
proteina-proteina (ALBER, 1992). Em DAT, Torres et al. (2003) revelou que o ziper de leucina
¢ um dominio importante que contribui potencialmente para a estrutura do transportador, sendo
crucial para o seu adequado funcionamento.

O sitio de miristoilagdo foi identificado em todos os receptores e também transportador
de dopamina (Quadro 1). A miristoilagdo ¢ um processo irreversivel no qual o acido miristico,
um acido graxo saturado de 14 carbonos, se liga a proteina de membrana através de ligacao
amida com o grupamento amino da glicina amino-terminal (UDENWOBELE et al., 2017),
tendo como fungao estrutural a estabilizagdo da conformagao proteica, neste caso do receptor e
do transportador de dopamina. Quando a miristoilagao ¢ suprimida por mutacao, por exemplo,
ocorre a diminui¢do ou perda de ligacdo a membrana (RESH, 1999).

Diferentemente dos outros receptores, bem como do transportador de dopamina, no D4
foram encontrados sitios ricos em prolina, com vérias repeticdes em tandem e extensiao
consideravel (Figura 9 e Quadro 1). A fun¢do das regides ricas em prolina ainda ndo esta
totalmente esclarecida, apesar de haver indicacdo de que estes sitios estejam envolvidos na
ancoragem e reconhecimento de moddulos de sinalizagio (ZARRINPAR;

BHATTACHARYYA; LIM, 2003). No caso do receptor D4, o sitio rico em prolina foi
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demonstrado in vitro servindo como potencial ligante para varias proteinas envolvidas em vias
de transdugao de sinal contendo dominio SH3, também chamado de dominio de homologia com
Src 3 (OLDENHOF et al., 1998). Segundo Woods (2010), dentre os receptores ligantes de
proteina G, o sitio rico de prolina ¢ exclusivo do D4, desempenhando papel importante na
interagdo com outros receptores.

Outro sitio ligante importante ¢ o do complexo calcio/calmodulina, que interage e regula
varias enzimas e proteinas-alvo. A calmodulina é um sensor de ions calcio onipresente que pode
regular varias enzimas envolvidas na sinaliza¢do de GPCR, se ligando ao D2 e D4, promovendo
importante sinaliza¢ao e dessensibilizag¢ao dos receptores (NEVE; SEAMANS; TRANTHAM-
DAVIDSON, 2004). Observa-se no quadro 1 que os receptores D4 e D5 e o transportador DAT
possuem mais sitios de calmodulina comparados com os outros receptores dopaminérgicos. Em
relacdo a neurotransmissdo, a calmodulina tem um papel regulador importante, permitindo o
aumento ¢ diminui¢do do transporte de dopamina pelo DAT, por exemplo, por meio da
mudanga de concentragdo intracelular de calcio, responsavel pela exocitose. Dados de
Padmanabhan, Lambert e Prasad (2008) sugerem que a atividade neuronal pode regular a
funcdo do DAT e a via de sinalizacdo do complexo calcio/calmodulina por meio da CaMKII
(ver Figura 4). Essa regulagdo poderia ser estendida ao D4 e D5, uma vez que a cascata de
sinalizagdo destes receptores dopaminérgicos pode ser direcionada para a via de ativagdo da
PLC a partir do influxo de ions Ca®*, os quais se ligam a calmodulina, promovendo a modulagao

por interagdo proteina-proteina.

Localiza¢do celular
A localizacdo celular dos receptores e transportador de dopamina foi revelada pelo
software PSORT como consta na tabela 3, sendo preferencialmente encontrados na membrana

plasmatica e no reticulo endoplasmatico, o que ja era esperado, uma vez que a literatura
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restringe a permanéncia destas moléculas nestes locais. E importante notar que os receptores
D2 e D4, ao contrario das outras moléculas investigadas, foram predominantemente localizados
no reticulo endoplasmatico, considerando sua sequéncia FASTA nas anélises.

Experimentos realizados por Prou et al. (2001) mostraram que o receptor D2 fica retido
no reticulo endoplasmatico por um processo acompanhado de vacuolizagdo desta organela. Este
fendmeno parece ser resultado da sua alta atividade intrinseca, promovendo a ativagdo da
proteina G heterotrimérica dentro da via secretora, contribuindo para a regulagdo do trafego
intracelular das isoformas do receptor D2 (CALLIER et al., 2003). Rondou et al. (2010)

sugerem que o receptor D4 interage com a proteina KLHL12 no ER e na membrana plasmatica.

Tabela 3 - Localizagao celular dos receptores (D1, 2, D3, D4 e D5) e transportador (DAT) de
dopamina com base na sequéncia FASTA

Localizacao celular
Receptores/Transportador

Membrana plasmatica  Reticulo endoplasmatico

Dl 43,5% 34,8%
D2 33,3% 55,6%
D3 56,5% 26,1%
D4 33,3% 55,6%
D5 56,5% 17,4%
DAT 73,9 % 13,0%

Fonte: Os autores. Tabela construida com dados extraidos do PSORT (2020).

Outras vias metabolicas

A busca dos receptores D1, D2, D3, D4 e D5, e do transportador DAT no KEGG resultou
nos codigos de acesso K04144, KO04145, KO04146, K04147, KO05840 e KO05036,
respectivamente.

O quadro 2 indica a participacdo dos receptores e do transportador de dopamina em

diversas vias metabolicas depositadas no KEGG, incluindo as relacionadas a fung@o de sinapse



46

e transducdo de sinal (ou seja, sinapse dopaminérgica, ciclo da vesicula sinaptica, interagdo
ligante-receptor neuroativo, jun¢do GAP, sinalizagdo de AMPc, sinalizagdo de cdlcio e
sinalizacdo da Rap1), a doenga de Parkinson, e as vias ligadas a dependéncia de drogas (alcool,
anfetamina, cocaina e morfina). Em destaque, o receptor D1 esté presente em dez das doze vias
(exceto na via de sinalizagdo da Rap1 e no ciclo da vesicula sinaptica), enquanto os receptores
D3 e D4 participam em apenas duas vias, ambos na de sinapse dopaminérgica (Figura 4) e na
de interacdo com receptor ligante neuroativo (Figura 10), sendo estas as unicas vias que

apresentam participagdo de todos os receptores dopaminérgicos, segundo o KEGG.

Quadro 2 — Participacao dos receptores (D1, D2, D3, D4 e D5) e transportador (DAT) de
dopamina em vias metabolicas

Vias metabdlicas (KEGG ID) D1 D2 | D3 | D4 | DS | DAT

Sinapse dopaminérgica (KEGG ID: 4728) X X X X X X
Ciclo da vesicula sinaptica (KEGG ID: 4721) X
Doenga de Parkinson (KEGG ID: 5012) X X X
Interag¢@o com receptor-ligante neuroativo

X X X X X
(KEGG ID: 4080)
Juncdo Gap (KEGG ID: 4540) X X
Sinaliza¢ao de AMPc (KEGG ID: 4024) X X X
Sinalizagdo de calcio (KEGG ID: 4020) X X
Sinalizagdo da Rapl (KEGG ID: 4015) X
Vicio em alcool (KEGG ID: 5034) X X X
Vicio em anfetamina (KEGG ID: 5031) X X
Vicio em cocaina (KEGG ID: 5030) X X X
Vicio em morfina (KEGG ID: 5032) X

Fonte: Os autores. Quadro construido com dados extraidos do KEGG (KANEHISA et al., 2000).
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A via de interagdo receptor-ligante neuroativo ¢ uma categoria de anotacdo estrutural e

funcional do KEGG que inclui diferentes subclasses, sendo uma delas a dos receptores

acoplados a proteina G, na qual fazem parte os receptores de dopamina (Figura 10).
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Figura 10 - Via de interacao do receptor-ligante neuroativo com participagdo dos receptores

dopaminérgicos (DRD - assinalado em vermelho).
Fonte: Adaptada de KEGG (2020c¢).

Similaridade entre as sequéncias dos receptores e transportador dopaminérgicos de humanos

e de outros organismos

O alinhamento local de todos os receptores e do transportador de dopamina foi realizado

e observou-se maior identidade da sequéncia de Homo sapiens com a dos organismos Bos

taurus e Rattus norvegicus. Os dados de e-value e % de identidade, codigo de acesso nos bancos
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de dados, bem como a espécie analisada estdo detalhados nas tabelas 4 a 9. Os organismos
Caenorhabditis elegans, Crocodylus porosus, Danio rerio, Drosophila melanogaster, Gallus
gallus e Xenopus laevis também revelaram identidade com a sequéncia de Homo sapiens, porém
seus valores de identidade foram < 86,29%.

O distinto perfil de identidade dos receptores de dopamina entre os organismos analisados
sugere que pode ter havido ortologia; isto é, uma série de eventos de diferenciacao gradual em
genes homologos duplicados de um ancestral comum dos receptores ao decorrer da evolucao,
entretanto eles continuam tendo suas fungdes correspondentes. Isso porque, a fungdo dos
receptores ¢ do transportador de dopamina no sistema nervoso de vertebrados e invertebrados
ja& estd bem estabelecida e a literatura amplamente descreve suas relagdes evolutivas
interespecificas. A relacdo dos receptores dopaminérgicos entre os vertebrados e invertebrados
¢ tao distante que a classificacdo se distingue em trés grupos nos invertebrados, os quais sdo
DOP1, DOP3 (semelhantes ao D1-like ¢ D2-like de humano, respectivamente) e INDR
(Invertebrate dopamine receptors) (MUSTARD; BEGGS; MERCER, 2005; TROPPMANN et

al., 2014).

Tabela 4 - Identidade do alinhamento da sequéncia do receptor de dopamina D1 de Homo
sapiens com outras espécies

Espécies (nome popular) E-value Identidade (%) Acesso
Homo sapiens (homem) 0,0 100,0 NP_000785.1
Bos taurus (boi) 0,0 94,39 NP _776467.1
Rattus norvegicus (rato-castanho) 0,0 91,20 NP _036678.3
Crocodylus porosus (crocodilo) 0,0 82,67 XP_019390515.1
Gallus gallus (galo-banquiva) 0,0 81,56 NP_001138320.1
Xenopus laevis (1d) 0,0 80,44 XP 018110186.1
Danio rerio (peixe-zebra) 0,0 73,62 NP_001129448.1
Drosophila melanogaster (mosca-das-frutas) 9¢-74 40,43 AAA85716.1
Caenorhabditis elegans (nematddeo) le-63 37,78 NP 001024578.1

Fonte: Os autores. Tabela construida a partir de dados obtidos no Blastp/NCBI (2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_000785.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=ESZY9T2H01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_776467.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=52&RID=ESZY9T2H01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_036678.3?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJC69JTB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_019390515.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJC7B2G9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001138320.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJC6SPGW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_018110186.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJC5ZAD6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001129448.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJC785DA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAA85716.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJC707SU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001024578.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJB0Y6JK015
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Atualmente sugere-se que os receptores de amina biogénica (como os da dopamina)
provavelmente tenham surgido previamente a radia¢do de cnidarios e que a divergéncia D1 ou
D2 do ancestral aconteceu antes da separagdo de platelmintos (CHEN et al., 2017).

Vincent et al. (1998) afirmam que as vias neurais catecolaminérgicas em vertebrados
foram recrutadas em meio a crescente demanda de informagdes mediando fungdes
psicomotoras e a evolucdo de tais eventos foi estimulada pela for¢a de duplicagdes génicas na
radiacao de cefalocordados/vertebrados. Durante a evolugdo dos vertebrados, destacam-se duas
etapas de duplicagdo dos genes dos receptores dopaminérgicos, primeiramente em animais da
classe Agnatha (peixes sem mandibula) e depois no surgimento de peixes cartilaginosos. Com
isso, surgiram trés subtipos de receptores D1-like (D1A, DIB ou D5 ¢ D1C) em todos os
gnatostomados (vertebrados com mandibula), exceto para os mamiferos eutérios (placentarios)
nos quais sdo encontrados somente D1A e D1B, e em arcossauros (passaros) no quais surge um
quarto subtipo, o D1D (KAPSIMALI et al., 2000).

A classificagdo dos receptores de vertebrados, como se conhece atualmente, foi
construida com base nos dados obtidos desde peixes e outros organismos até chegar em Homo
sapiens. No ancestral comum de Osteichthyes vertebrados com mandibula havia quatro
subtipos de D1-like e cinco subtipos de D2-/ike. Secundariamente foi perdido quase a metade
destes genes ancestrais em mamiferos, mas muitos foram mantidos em espécies de nao
mamiferos (YAMAMOTO et al., 2015).

Os vertebrados mais basais (como lampreias e hagfish) apresentam apenas um tipo de
receptor D1-like, pois descendem dos primeiros vertebrados divergentes. E provéavel que eles
tenham divergido do ancestral do receptor D1 de vertebrado, antes mesmo da duplicagao de
genes, que depois viria a gerar os subtipos de receptores de dopamina tal qual é encontrado

atualmente em vertebrados (CALLIER et al., 2003). Curiosamente foram encontrados dois
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tipos de receptores, tanto de INDR quanto de vertebrado (D1-/ike) em anfioxo, mostrando
similaridades estruturais e farmacologicas aos dois receptores (BURMAN; EVANS, 2010).
Evolutivamente ¢ possivel notar que de Chondrichthyes (peixes cartilaginosos) a
Amphibia (anfibios) existem trés subtipos de D1-like (D1A, D1B e DIC) e em Osteichthyes
(peixes 0sseos) encontra-se uma sequéncia extra de D1R resultado de uma duplicacdo génica
(CALLIER etal., 2003). Em Archosauria, que incluem aves e crocodilos, foi isolada uma quarta
sequéncia de D1-/ike denominada D1D, também encontrada em Lepidossauros (lagartos e
cobras). Surpreendentemente também foi encontrada sequéncia de D1D juntamente com D1A
em mamiferos prototérios (ornitorrinco e equidnas) (CALLIER et al.,, 2003; HAUG-

BALTZELL et al., 2015).

Tabela 5 - Identidade do alinhamento da sequéncia do receptor de dopamina D2 de Homo
sapiens com outras espécies

Espécies (nome popular) E-value Identidade (%) Acesso

Homo sapiens (homem) 0,0 100,0 NP_057658.2

Bos taurus (boi) 0,0 95,66 XP 006243041.1
Rattus norvegicus (rato-castanho) 0,0 89,16 XP 005215857.1
Crocodylus porosus (crocodilo) 0,0 82,30 XP 019402679.1
Gallus gallus (galo-banquiva) 0,0 80,00 XP 015153517.1
Xenopus laevis (r3) 0,0 71,33 XP_018079742.1
Danio rerio (peixe-zebra) 0,0 69,44 XP_009289892.1
Drosophila melanogaster (mosca-das-frutas) 9¢-84 38,28 AAN15957.1

Caenorhabditis elegans (nematddeo) 2e-64 33,83 NP _001024568.1

Fonte: Os autores. Tabela construida a partir de dados obtidos no Blastp/NCBI (2019).

Presume-se que quatro subtipos diferentes de receptores existiam na linhagem de
amniotas. Em mamiferos prototérios houve o desaparecimento de D1B e DI1C, e no restante
dos mamiferos houve a perda de D1C e D1D. Contudo, os mamiferos sdo uma excecao entre
os vertebrados, tendo em vista que o receptor D1C, que ¢ ausente nos mamiferos, esta presente

em todos os grupos de gnathostomata e o subtipo D1D ¢é encontrado em todos os amniotas,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_057658.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EUBZEAT601R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_006243041.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=81&RID=EUBZEAT601R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_005215857.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJPBJ11Z014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_019402679.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJPDZXWF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_015153517.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=FJPN8FAY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_018079742.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJR8J9NM015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_009289892.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJPEA09H014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAN15957.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJPF3JXV015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001024568.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJPD766U014
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exceto na subclasse Theria (mamiferos placentarios e marsupiais) (CALLIER et al., 2003;
HAUG-BALTZELL et al., 2015).

Para ra X. laevis ndo foi encontrado nenhum deposito de sequéncia similar ao receptor
D3 de humano (Tabela 6), estando presentes somente os receptores D1A, D1B e D1C da classe
D1-like (SUGAMORI et al., 1994), e D2 (Tabela 5) e D4 (Tabela 7) da classe D2-/ike, apesar
de Jensen et al. (1997) imunodetectarem anticorpo de roedor em odcitos de X. laevis. Cabe
destacar a escassez de estudos sobre os receptores D2-like em X. laevis e o fato do sistema
receptor deste organismo possuir caracteristicas tanto dos D2R quanto dos receptores alfa-
adrenérgicos evidenciando suas diferengas funcionais (VERBURG-VAN-KEMENADE et al.,

1986).

Tabela 6 - Identidade do alinhamento da sequéncia do receptor de dopamina D3 de Homo
sapiens com outras espécies

Espécies (nome popular) E-value Identidade (%) Acesso

Homo sapiens (homem) 0,0 100,0 NP_057658.2

Bos taurus (boi) 0,0 95,66 XP 006243041.1
Rattus norvegicus (rato-castanho) 0,0 89,16 XP 005215857.1
Crocodylus porosus (crocodilo) 0,0 82,30 XP 019402679.1
Gallus gallus (galo-banquiva) 0,0 80,00 XP 015153517.1
Xenopus laevis (r3) 0,0 71,33 XP_018079742.1
Danio rerio (peixe-zebra) 0,0 69,44 XP_009289892.1
Drosophila melanogaster (mosca-das-frutas) 9¢-84 38,28 AAN15957.1

Caenorhabditis elegans (nematddeo) 2e-64 33,83 NP _001024568.1

Fonte: Os autores. Tabela construida a partir de dados obtidos no Blastp/NCBI (2019).

De acordo com a tabela 6, existe uma maior identidade do receptor D3 humano com
nematddeo (C. elegans) do que com inseto (D. melanogaster), sendo encontrada uma sequéncia
de residuos de aminoacidos que codifica um receptor D3 de dopamina em C. elegans

(NP_001033560.1), enquanto que para D. melanogaster a sequéncia de D3 se alinhou somente


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_057658.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EUBZEAT601R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_006243041.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=81&RID=EUBZEAT601R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_005215857.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJPBJ11Z014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_019402679.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJPDZXWF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_015153517.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=FJPN8FAY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_018079742.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJR8J9NM015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_009289892.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJPEA09H014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAN15957.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJPF3JXV015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001024568.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJPD766U014
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com um receptor D2-/ike genérico da espécie (AAN15957.1), sendo o tinico subtipo relatado
na literatura para D. melanogaster (CHEN et al., 2017).

Em D. melanogaster foi demonstrado por meio de andlises genéticas e farmacologicas a
importdncia da neurotransmissdo dopaminérgica na excitagdo (ANDRETIC; VAN
SWINDEREN; GREENSPAN, 2005), na percep¢ao da luz e ciclo circadiano (HIRSH et al.,
2010), dentre outros (NECKAMEYER, 1996).

Na tabela 7 € possivel constatar que o receptor D4 possui maior identidade com
mamiferos do que com outros tdxons, ainda que seja menor quando comparada com outros
receptores. Com isso, sugere-se que os receptores D4 de mamiferos, em geral, tenham mais
semelhanca estrutural entre eles. Em analises filogenéticas entre os receptores D2-/ike, D2 e D3
formam um clado independente do D4 (CHEN et al., 2017). Quando verificado em KEGG
(2020), o receptor D4 pode ser encontrado em H. sapiens, B. taurus, D. rerio, G. gallus, R.

norvegicus € X. laevis.

Tabela 7 - Identidade do alinhamento da sequéncia do receptor de dopamina D4 de Homo
sapiens com outras espécies

Espécies (nome popular) E-value Identidade (%) Acesso

Homo sapiens (homem) 0,0 100,0 NP_000788.2
Bos taurus (boi) 3e-166 73,03 XP 024843396.1
Rattus norvegicus (rato-castanho) le-159 73,03 P30729.2
Gallus gallus (galo-banquiva) 2e-127 55,64 BAP27921.1
Xenopus laevis (13) le-127 54,31 XP 018115563.1
Danio rerio (peixe-zebra) le-137 53,10 NP_001012636.1
Crocodylus porosus (crocodilo) 8e-128 52,49 XP 019402854.1
Drosophila melanogaster (mosca-das-frutas) 4e-78 37,30 AAN15957.1
Caenorhabditis elegans (nematddeo) 3e-51 29,15 NP 508238.2

Fonte: Os autores. Tabela construida a partir de dados obtidos no Blastp/NCBI (2019).

Quanto ao receptor de dopamina D5 (tabela 8), C. elegans ndo apresentou nenhuma

identidade com a sequéncia de humano. Isto se deve ao fato desta espécie ser um invertebrado


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_000788.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EUD4V51R015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_024843396.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=33&RID=EUD4V51R015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/P30729.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=56&RID=EUD4V51R015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/BAP27921.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJYRGW8K015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_018115563.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=FJYV5D73014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001012636.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=87&RID=EUD4V51R015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_019402854.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJYNZCU1015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAN15957.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FJYVB3PT015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_508238.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=FJVXP1S1014
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e apresentar receptores de dopamina analogos, como Dopl, Dop2, Dop3, Dop4, Dop5 e Dop6
que sdo encontrados somente em invertebrados e possuem origem cromossomica diferente,
porém com a mesma funcdo que os receptores em H. sapiens. Além disso, o gene DRDS5 que

codifica o receptor D5 surgiu mais tarde somente em vertebrados (CHEN et al., 2017).

Tabela 8 - Identidade do alinhamento da sequéncia do receptor de dopamina D5 de Homo
sapiens com outras espécies

Espécies (nome popular) E-value Identidade (%) Acesso
Homo sapiens (homem) 0,0 100,0 AAA52329.1
Bos taurus (boi) 0,0 84,13 NP_001193558.1
Rattus norvegicus (rato-castanho) 0,0 82,60 EDL99998.1
Crocodylus porosus (crocodilo) 0,0 71,95 XP_019408115.1
Gallus gallus (galo-banquiva) 0,0 70,29 XP 015141299.1
Xenopus laevis (13) 0,0 67,39 XP_018098149.1
Danio rerio (peixe-zebra) le-175 59,22 XP_005158584.1
Drosophila melanogaster (mosca-das-frutas) 2e-72 38,19 AAA85716.1

Caenorhabditis elegans (nematodeo) - - -

Fonte: Os autores. Tabela construida a partir de dados obtidos no Blastp/NCBI (2019).

Analisando a tabela 9, ¢ possivel perceber que o transportador de dopamina humano
possui mais identidade com peixes e anfibios do que com aves e répteis, apontando
possivelmente que a composi¢ao proteica seja altamente conservada evolutivamente, refletindo
que a neurotransmissdo por dopamina seja um antigo mecanismo de sinalizacdo (SHUMAY;
FOWLER; VOLKOW, 2010). Vale ressaltar que os hits de G. gallus e C. porosus se deram por
outro transportador de monoamina, o de noradrenalina, diferente dos Aits de D. rerio e X. laevis
que sdo de dopamina. Isso pode ser justificado pela alta similaridade existente entre os

transportadores de monoaminas (BROER; GETHER, 2012).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001193558.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=46&RID=EUDW11H2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EDL99998.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=81&RID=EUDW11H2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_019408115.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FK0UVZ2301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_015141299.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FK0X533X01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_018098149.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FK11C17U01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_005158584.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FK0V5WE301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAA85716.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=FK0VTMRZ01R
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Tabela 9 - Identidade do alinhamento da sequéncia do transportador de dopamina de Homo
sapiens com outras espécies

Espécies (nome popular) E-value Identidade (%) Acesso

Homo sapiens (homem) 0.0 100,0 AAB23443.1
Rattus norvegicus (rato-castanho) 0.0 93,20 NP _036826.1
Bos taurus (boi) 0.0 86,61 XP_024837318.1
Xenopus laevis (r3) 0.0 82,26 XP _018124894.1
Danio rerio (peixe-zebra) 0.0 80,13 NP _571830.1
Gallus gallus (galo-banquiva) 0.0 69,11 XP _015147836.2
Crocodylus porosus (crocodilo) 0.0 68,94 XP_019391240.1
Drosophila melanogaster (mosca-das-frutas) 0.0 55,17 4XPB A
Caenorhabditis elegans (nematddeo) 0.0 46,63 NP 499043.1

Fonte: Os autores. Tabela construida a partir de dados obtidos no Blastp/NCBI (2020).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAB23443.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=B429STKD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_036826.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=B429STKD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_024837318.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=B429STKD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_018124894.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=B429STKD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_571830.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=B429STKD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_015147836.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=B429STKD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_019391240.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=B429STKD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4XPB_A?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=31&RID=B429STKD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_499043.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=76&RID=B429STKD014
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CONSIDERACOES FINAIS

Considerando todos os dados levantados a partir de ferramentas de bioinformatica e a

oSl

revisdo da literatura especializada, conclui-se que os receptores de dopamina pertencem

O~

superfamilia de proteinas acopladas a proteina G, enquanto o transportador de dopamina
membro da familia SLC6 de carreadores de soluto. Ambos apresentam diferencas genéticas e
bioquimicas entre eles, incluindo niimero de residuos de nucleotideos e aminoacidos,
quantidade intronica, localizagcdo cromossomal e estrutura protéica.

Enquanto os receptores podem ser encontrados no reticulo endoplasmatico e na
membrana plasmatica dos neuronios pré- e pos-sinapticos, podendo estar acoplados positiva
(D1-like) ou negativamente (D2-like) a adenilato ciclase, o transportador de dopamina esta
localizado nas duas regides celulares, mas atua diretamente na recaptagdo do neurotransmissor
extraneuronal para os neuronios pré-sinapticos.

Tanto os receptores quanto o transportador de dopamina possuem uma gama de sitios,
motivos e dominios ligantes, seja de glicosilagdo, fosforilagdo e miristoilagdo, quanto de
calmodulina, importantes para a fun¢do sindptica e de transducdo de sinal, na doenca de
Parkinson e nas vias ligadas a dependéncia de drogas.

Em humanos, assim como em outros vertebrados, os receptores de dopamina se
distinguem dos presentes nos invertebrados, indicando uma possivel duplicacdo dos genes no
ancestral de vertebrados, bem como a existéncia de genes de origem distinta, mas com a mesma
funcdo. Em invertebrados, os receptores dopaminérgicos apresentam importante fun¢do com
efeitos fisiologicos e, apesar de ter havido um #it alinhamento de cada um dos receptores com
as espécies analisadas, ndo se pode afirmar que exista um receptor correspondente, mas um
subject com certo grau de similaridade, podendo ser inclusive outra proteina da mesma familia.

Além disso, os dados revelados apontam que a sequéncia do transportador de dopamina ¢
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altamente conservado, indicando que a neurotransmissdo seja um antigo mecanismo de
sinalizagao.

Contudo, apesar da riqueza de informagdes levantadas, ainda sdo poucos os estudos com
receptores e transportador de dopamina em certos organismos, indicando a necessidade de
pesquisas acerca do tema, inclusive que relacionem a pesquisa basica com a aplicada, revelando

a associacdo de aspectos biologicos e fisiologicos com sinais e sintomas de doencas e vicios.
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